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Introduction

Les études sur la reproduction chez la chiennel@miité dés le début du XXéme siecle. Ainsi

en 1900 Walter Heape a défini les difféerentes phasecycle sexuel. En 1931 Herbert McLean
Evans et Herold Harrison Cole, ont les premiergdiét les frottis vaginaux. Enfin, dans les
années 60 et 70 de trés nombreuses recherchegrams gle mieux connaitre I'endocrinologie
sexuelle femelle.

Par la suite, I'étude de la reproduction chezcksivores domestiques a connu un essor tres
important. Celle-ci tend alors a ressembler a cdflg pratiquée chez les animaux de rente :
sélection des reproducteurs, recherche de la meaptimale de fécondité, banques de semence
et insémination artificielle.

L’étude des frottis permet de déterminer la périddecycle mais pas le moment précis de
I'ovulation qui nécessite une association d’'unedétalu frottis avec un dosage du taux de
progestérone car cette derniére connait une augtientde son taux sanguin au moment ou
I'ovulation se produit.

Au cours de notre expérimentation un suivi de répetion baser sur I'étude des frottis vaginaux
a eétait effectué sur un groupe de chiennes, dabatlde démontrer l'intérét et I'importance de
cette technigue cytologique simple (étude des ifrotaginaux), peut couteuse, facilement
réalisable en clinique, et qui permet de détermavexc exactitude le stade du cycle sexuelle en
mettant en évidence la modification cytologique deuches épithéliales vaginale.

Ainsi par l'usage de I'examen des frottis nous ayare maitre en valeur un autre intérét de cette
technique qui se résume dans le choix d’'un monugdlé afin d’entreprendre un traitement
d’'induction de I'cestrus. Ce traitement d’inductiétait une étape supplémentaire entreprise au
cours de notre étude par I'administration d’uritéraent a base d’anti-prolactines pendant une
durée bien déterminer et de confirmer l'installatdie remaniement ovarien par un examen des

frottis vaginaux.
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1. 'ANATOMIE DE L’APPAREIL GENITAL DE LA CHIENNE

L’appareil génital femelle comprend la vulve, Eganes internes et les mamelles. Les

organes internes sont les ovaires, les trompemesai’utérus et le vagin.

bassin

Figure 1 :
Topographie de I'appareil génital femelle.
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Figure 2 :

Schéma de I'appareil génital de la chienne.
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Une ouverture est réalisée de la vulve jusqu’'awtldes cornes utérines.

Figure 3 : Vue dorsale de I'appareil génital femell

Il est important de connaitre I'anatomie normald'afmareil génital de la chienne, ainsi que ces
variations aux cours du cycle afin de détecter egmuanomalies, pouvant entrainer un
dysfonctionnement ou une pathologie. (JohnstonRRidf Kustritz MV, Olson PNS, 2001/ Done
SH, Goody PC, Evans SA et al, 1996)

1.1.Les ovaires :

Sont situes en arriére des reins. Ce sont deUABES d’environ 1,5cm de long (chez
une chienne de taille moyenne) qui produisent FOOYTES au cours d’un processus appelé
ovogeneése et des hormones sexuelles femelles.

Les hormones produites sont la PROGESTERONE etdsgogenes. Elles jouent un réle
primordial dans les modifications physiques et cortgmentales liées au cycle sexuel, le

maintien de la gestation et le déclenchement deda bas.




1.2. Les trompes utérines :
Correspondent a I'extrémité des cornes de l'utéliss ont une forme d’entonnoir qui s’ouvre
vers les ovaires. Elles recueillent les ovocytdserks par les ovaires au moment de
'OVULATION. C’est dans les trompes que se dérdaléECONDATION.

1.2.L'utérus :
De la chienne a une forme en Y avec un pied cdutedres longues branches. Le pied du Y
correspond au corps de l'utérus alors que les hemndu Y représentent les cornes dans
lesquelles se développeront les feetus. Chez urenrehide taille moyenne, la longueur de
I'utérus est environ de 18 cm (une quinzaine pesrdornes et 3 a 4 pour le corps). La paroi de
ces cornes a une structure particuliére composékeabe couches principales : 'TENDOMETRE
et le MYOMETRE.

L’'utérus communique avec le vagin pact de l'utérus.

1.4. Le vagin:
Situe en arriere de l'utérus, accueille -avecvéstibule- le pénis du male lors de

I'accouplement.

1.5.Le vestibule du vagin :

Est la partie des voies génitales située entradgwet la vulve.

Il fait partie (avec la vulve) du sinus uro-génitelest-a-dire de la partie commune des appareils
urinaire et génital. En effet, c’est au niveau denpher du vestibule que débouche 'URETRE,
par un petit orifice appelé MEAT URINAIRE.

Le vestibule est coude : sa partie terminale, sitpgoche de la vulve, est orientée presque
verticalement vers le haut. Il fait ensuite un eowd devient horizontal. Lorsqu’un vétérinaire
introduit un instrument (pour réaliser un frottiaginal par exemple) dans le vagin, il s'oriente
donc verticalement en direction du dos.

Le vestibule du vagin possede un muscle constrigteissant qui se resserre en arriere du pénis
du male lors de 'accouplement. Cela présenteéf@gitde prolonger I'érection et de favoriser les
contractions du vagin qui aident a la remontéespesmatozoides. Du fait de cette particularité
anatomique et de la présence de bulbes érectilebase du pénis, le male et la femelle restent
accroches l'un a l'autre et ne peuvent plus sersémn fin d’accouplement, pour une durée
variant de quelques minutes a une heure (cf. ptaseolement). C’est pourquoi il ne faut

jamais séparer deux chiens qui s’accouplent, seme e les blesser sérieusement.




1.6.La vulve :

Correspond a la partie externe des organes géniilexest composée de deux lévres verticales
réunies au niveau des COMMISSURES. La COMMISSUREHtraée (celle du bas) abrite le
clitoris.

La vulve gonfle lors des chaleurs. Chez une chiext@elisée elle reste petite. A l'inverse, chez

une chienne MULTIPARE, elle peut rester volumineioag au long de I'année.

1.7.Les mamelles :

Ne font pas partie de I'appareil génital a propretparler mais jouent un roéle dans la fonction
de reproduction.

Elles sont au nombre de 5 paires (deux paires ditéBoraciques>, situées de part et d’autre
du STERNUM ; deux paires dite§ abdominales>, situées sous le ventre et une paire dite
INGUINALE >, située entre les pattes arrieres). Une chienneagwir une ou deux mamelles
en plus ou en moins, cela n'a aucune conséquenue ampromet pas une lactation future. Il
faut cependant veiller a ne pas confondre une marsatnuméraire avec un KYSTE ou une
tumeur ; en cas de doute ne pas hésiter a consaherétérinaire.

La taille des mamelles varie avec I'age, le nontdagortées, I'état d’embonpoint de la chienne.
En dehors des périodes de lactation, leur emplatesst presque uniguement marque par la
présence des PAPILLES (ou tétines). Elles devienples volumineuses pendant la lactation.




2. RAPPELS PHYSIOLOGIQUE

2.1. La puberté :

La puberté est définie comme le moment ou la cépacise reproduire est effective. Chez la
chienne elle est mise en évidence par la surveesi@miéres chaleurs. Elle intervient entre le
moment ou les chiennes ont atteint 2/3 de leurgpaitllte (Fontbonne et al. 2000) et la fin de
leur croissance (Sokolowski 1977, Feldman et Nel€96).

Cependant il existe des variations trés importaintes et interraciales (cf. tableau ).

Le beagle, par exemple, présente ses premiéresuchantre 7 et 10 mois en moyenne. Dans un
cadre expérimental strictement défini, le premieeptrus est survenu entre 6 et 13 mois
(Concannon 1987, Olson et al. 1984 b Johnston 20@lla, Sokolowski 1977).

La puberté débute entre 6 et 10 mois pour les nbede petit format. Bien que la survenue des
premiéres chaleurs se produise aussi avant I'age ah, les chiennes de grand format peuvent
étre impuberes jusqu’a 18 voire 24 mois (Olson.et384 d, Johnston et al. 20014,

Sokolowski 1977).

Le cycle cestral des chiennes pubéres peut diffiereelui des chiennes adultes.

Lors du premier cycle on peut observer de «fauslsaleurs» (« split heat » ou « false heat »).
Les chiennes présentent des signes de chaleurs gteds des écoulements vulvaires
sérohémorragiques, un cedéme vulvaire, ou l'attacties males. Cependant aprés quelques
jours, ces signes rétrocédent. On observera utabtEicestrus plusieurs semaines apres (une
semaine a deux mois) (Johnston et al. 2001a, @isah 1984 d, Concannon 1987, Fontbonne et
al. 2000).

Les chiennes pubéres peuvent présenter eégalemerthdéeurs silencieuses, durant lesquelles
une ovulation se produit en I'absence d’'un compoei® de proestrus et d’cestrus ou de signe
clinique notable. (Johnston et al. 2001 a, Fontbaztral. 2000).

Ceci s’explique par des concentrations circularttés réduites de LH, d'cestradiol et de
progestérone. (Wildt et al. 1978, Olson et al. 1884

La capacité maximale de reproduction n’est pasnatteavant le deuxieme, troisieme voire le
quatrieme cycle (Sokolowski 1973, Feldman et Nel$686). C’est pourquoi une chienne ne
doit étre mise a la reproduction qu’'a partir dgd¢&e deux ans, et aprés que le propriétaire ait

observé un cycle sexuel normal et complet (Feldetatelson 1996).




Tableau n°1 Age de la puberté dans certaines races (d’aptesston et al. 2001 a).

Races P"i"f,kg?me Age ?ﬁﬂﬂ‘;"“ Races Doids adulte (kz) Age ?;E";bm
Airedale Temier n 15 Mastiff 57 1112
AkiraTm 5 : Momtazne des Dyréndas 4 12
American Staffordsiure bo 10 Detit Lévvies Tralisn 3 132
Tamiar
Barzoi 34 1518 Dinscher 3 214
Basexii 10 10 Fottwiler 3 2
Bearded Colliz 0 312 Saint Bermard 2 E
Berzer Answalien 16 418 Sgint Hbert 4 12
Bichon Fris 8 80 Sahild P 324
Border Collie 190 58 Samoyede 13 fusqua 12
Eouvier Bempis 0 212 Schipperks g 1224
Bomer 8 52 Setter Anglaiz m 20
Bull Tervier 0 711 Spirz Loup 13 218
Bullmasniff 4 616 Tenueran 2 10-12
Camiche moven 20 1215 Welsh Corgi 11 o
Carlin 7 2.12 Welth Springer Spanie] 17 12
Cavaliar King Charles 8 60 Whippet 10 1224
Clumber Spanizl 4 jusqua 24 Yarkshire Terrier 3 516
Dogus Allemand 2 jusquia 18
Epagnenl brston 16 012
Golden Remiever P 011
Cravhoaad 2 1130
Griffon Brozellois 4 jusquia 18
TIrish Woliound 3 jusquia 16
Komeadar 1 12
Lakeland Tammier 7 jusqua 24
Lévrier Afshan n 7.30

2.2. Le rythme des chaleurs et saisonnalité :
a) Le rythme des chaleurs :

L'interoestrus est la période qui s’étend de ladion épisode de chaleur jusqu’'au début du

proestrus suivant.
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Une chienne rentre en chaleur en moyenne tous teei§ avec un « intervalle moyen » de 5 a
11 mois (cf. figure 4). Ce rythme doit rester canstdurant la majeure partie de la vie de
I'animal (Concannon 1987, Johnston et al. 200lo&p®wski 1977).

HNombre de cycles

— 0

Duree de l'mteroestrus (semaines)

Figure 4 : Distribution de l'interoestrus chez laemne

(D’'aprés 1094 cycles (Christie et Bell1971a)).

Cet intervalle varie selon les individus d’'un métype racial et selon les races (Concannon
1987, Christie et Bell 1971 b, Sokolowski 1970 @1 7).

Dans une étude effectuée sur des animaux de mé&magdas chiennes beagles), I'interoestrus
peut varier entre 3.5 et 13 mois (Concannon 1987).

Il apparait que les chiennes de petit format ont/ent un interoestrus plus court que celles de
plus grand format. Cependant par exemple, le bexfgmand présente plus de cycles cestraux
que le boston terrier (Sokolowski 1970 et 1977gxilste une exception concernant les chiennes
de race africaine telle que le basenji ; cellasecsont cyclées qu’une fois par an.

L’héritabilité de ce caractére a été estimée a Enston et al. 2001 a).

A partir de 'age de 5 a 7 ans selon les étudesjntervalle tend a augmenter de maniéere

physiologique (Strasser et Schumacher 1968). Daasypérimentation menée sur 12 chiennes




beagles par Andersen en 1973 (cité par FeldmarmlebN 1996), I'intervalle passe de 240 a 332
jours apres qu’'elles aient atteint 8 ans.

La gestation ainsi que la lactation augmenteraggatiement cet intervalle. (Christie et Bell
1971Db, Linde-Forsberg et Wallen 1992).

Durée de I'interoestrus
(Jours)

Mois

Figure 5 : Durée de l'interoestrus suivant cheZdeselles gestantes (0), et chez les non
gestantesi() en fonction du mois de I'année ou elles ont présdes chaleurs.
(Linde-Forsberg et Wallén 1992).

b) La Saisonnalité :

L'influence de la saison est moins marquée chehilen que chez les canidés sauvages
(Feldman et Nelson 1996). Les chaleurs sont obssrséar I'ensemble de I'année. Cependant
une étude qui a compilé les inscriptions de 87@86ts a I’American Kennel Club de 1971 a
1973, montre des valeurs plus élevées qui correlgpara I'oestrus. Il survient a la fin de I'hiver
et pendant le printemps (Christie et Bell 1971ajoFeet Reff. 1978, Linde-Forsberg et Wallen
1992) (cf. figure 6).




F A M [ A N D
Mois

Figure 6 : Survenue du proestrus chez la chienrdereion du mois de I'année
(établi & partir de 1561 cycles (Christie et B&V1a)).

Cette saisonnalité est influencée par I'environm@m®es beagles maintenus en extérieur
exprimaient ce pic en mai (Johnston, Olson et Kas#001), ce que ne montraient pas des
chiennes gardées en intérieur (Linde-Forsberg eléwd992). Le rythme circadien de la

prolactine chez les femelles vivant en extériewrgot expliquer ce fait (Kreeger et Seal 1992).

2.3. La définition des différentes phases du cyctexuel :

Les 4 étapes du cycle ont été définies dés 190MHpape ; les concepts qu'il a introduit sont
encore utilisés de nos jours.

Le proestrus correspond au début des chaleurdalvhEenne.

L'oestrus est la période de réceptivité sexuelle.t€me est dérivé du grec « oistros » qui
signifie désir violent.

Le metoestrus ou diestrus est la phase lutéale etmhration de I'endometre.

L’anoestrus est la phase de repos sexuel.

a) Pro-cestrus

Le proestrus est défini cliniguement comme la pliaseycle ou des modifications externes sous
dépendance d'une tres grande activité folliculajue précede l'cestrus. Il débute avec les
premiers écoulements vulvaires et se clot lorsquiernelle accepte I'accouplement. La durée
moyenne de cette phase est de 9 jours (x 2jouediirflan et Nelson 1996). Cependant, certains

individus échappent a ces normes comme le mondeant études : l'intervalle observeé est de 3




a 22 jours pour l'une (Griffths et Amoroso 1939)et0 a 27 jours pour I'autre (Christie et Bell
1971b).
L’attirance du male est due a la présence danméutes sacs anaux et les sécrétions vulvaires

de phéromones sexuelles (Goodwin et al. 1979).

b) CEstrus

La période d’cestrus s’étend du premier jour othiarme accepte la copulation jusqu’au jour ou
elle le refuse.

Sa durée moyenne est de 5 a 9 jours (Sokolowski, 19I8on et al. 1984d, Feldman et

Nelson 1996, Johnston et al. 2001a, Johnston 1988}k similairement au proestrus, on peut
trouver des valeurs extrémes : 1 a 24 jours (GargtBell 1971b).

Il a été signalé que pour un méme individu, la dullé proestrus et de I'cestrus devait étre
constante d’un cycle a l'autre, entre I'adge de @agts (Olson et al. 1984d).

Cependant, il existe de telles variations intranétrraciales gu'’il est difficile de prévoir ces
intervalles pour un individu (Feldman et Nelson @99

La chienne devient réceptive (préparation psychqleg de la chienne a I'accouplement et
préparation des organes génitaux a la copulatioahd la concentration sérique en estradiol
commence a chuter et que celle de progestéroneesuignsoit au moment du pic de LH.

(Concannon et al. 1989).

c) Métoestrus

Le metoestrus est beaucoup plus difficile a dééhia étre mis en évidence. Selon Heape «méme
s’il 'y a pas de fécondation pendant I'cestrus, acterité des organes génitaux subsiste pendant
une période donnée qu'il appelle metestrus » (H&806).

Il est défini selon certains selon des criteresriworaux : il s’agit de la phase ou 'imprégnation
de progestérone est maximale (Feldman et Nelso®) i a la fin de la lutéinisation des corps
jaunes et de leur phase d’état. Sokolowski (19fAd)sit un critére histologique : la régénération
de 'endometre. La cytologie vaginale est modif@gec la disparition progressive des cellules
superficielles.

Holst et Phemister (1974 et 1975) donnent la déimila plus compléte de cette phase en faisant
la conjonction des criteres précédents. Les madifios caractéristiques du comportement,
histologiques et cytologigues sont dues a la paesder progestérone.

Il débute lorsque la femelle commence a refusectaplement. Sa durée est d’environ 60 jours
(avec un intervalle de 50 a 80 jours (Johnston Y)988ois situations peuvent survenir pendant

cette phase :
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1. La chienne n’a pas été fécondée, elle peut pig&sene lactation de pseudo gestation sous
I'influence de la progestérone.

2. La chienne n’a pas été fécondée et ne présenkacthtion de pseudo gestation, cette phase
sera suivie assez rapidement de I'anoestrus.

3. la chienne a été saillie et mettra bas.

d)  Anoestrus

L’anoestrus est défini comme la période de repraeiell fait la transition d’'un cycle a 'autre.
Sa durée moyenne est de 150 jours avec un inted@lb5 a 281 jours. (Shille 1989,

Johnston 1988).

2 .4. Endocrinologie de la reproduction :
Le contrble de l'activité gonadique fait intervel@rsysteme neuroendocrinien. Par
l'intermédiaire de neurotransmetteurs, le systemmveux régule l'axe hypothalamo-

hypophysaire, qui lui-méme oriente I'activité goitpee. (Figure 7)




Croissance Corps Jaune ..
Folliculaire

) Progestérone
(Estradiol

Figure 7 : Régulation hormonale du cycle (schémmpkiié)
a) Les hormones

1) Les hormones hypothalamiques

La GnRH (Gonadotrophin releasing hormone ou gorléahe) est sécrétée de maniere
pulsatile et permanente par I'hypothalamus. Eliendge la synthése de LH et de FSH. La
libération de GnRH est influencée par des sollicites nerveuses (ouie, odorat, vue) et
hormonales.

2) Les hormones antéhypophysaires

Ce sont les gonadotrophines (LH, FSH et Prolactihs)agit de glycoprotéines synthétisées par
le lobe antérieur de I'hypophyse.

Les taux sériques de LH et de FSH sont caractépaesin niveau de base faible : la sécrétion
tonique, soumise a de petites fluctuations rythesqé peine perceptibles. Il se produit
périodiquement un pic important de sécrétion dehcesiones : la sécrétion cyclique, peu avant
I'ovulation. (Lennoz M, 1978) (Voir Figure 8)
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Figure 8 : Concentration plasmatique de LH et de& ERez une chienne Beagle de 5 ans

pendant la période péri-ovulatoire (De Gier et al).

L’alternance entre les sécrétions de LH et de FSHé&gie par I'hypothalamus d’une part, et par

les hormones gonadiques d’autre part.

» FSH
La FSH (Folliculo Stimulating Hormone) déclenched&ur en chaleurs de la chienne et stimule
sa croissance folliculaire. Elle agit en synergiecaa LH en induisant la synthese d’oestrogenes

par les cellules de la théque interne des follEoleariens.

» LH

La LH (Luteostimulating Hormone) est 'hormone @ellitéinisation, sa durée de vie est plus
courte que celle de la FSH. Elle active la matarafolliculaire, provoque l'ovulation et stimule

la synthése de progestérone par les corps jaurstens. Elle est aussi responsable, chez la
chienne, avec la prolactine, du maintien en aétidid ces corps jaunes au cours de la gestation

(action lutéotrope).

» Prolactine
La sécrétion de prolactine par les cellules laofiiies de I'antéhypophyse est réglée par de

multiples neurotransmetteurs et hormones. Le msgande contrble principal de cette sécrétion




est inhibiteur, il provient de neurones dopamirgugs a action anti-prolactinique situés dans
I'nypothalamus.

La prolactine semble étre responsable de certa@sgements comportementaux comme la
fabrication de nid, et de I'apparition de la lactat (Corre J, Rozenbaum M, 2004)

Cette hormone est également une hormone lutéotropertante et semble étre une condition
absolue pour la sécrétion de progestérone a plartirentieme jour apres ovulation. (Romagnoli
S, 2006)

3) Les hormones gonadiques

» (Estrogenes

lIs sont présents principalement sous forme d'oestret de 17- -oestradiol, sécrétés par les
cellules de la theque interne des follicules overiet par le corps jaune. Les oestrogénes sont
responsables des manifestations comportementatest@bgiques des chaleurs.

lIs ont pour effet :

» La congestion et 'oedéme de la vulve et du vagin.

» La multiplication des cellules de I'épithélium vagji, la kératinisation et la desquamation des

cellules de la couche épithéliale superficielle.

* L’hyperplasie de l'utérus.

» L’augmentation de la contractilité de l'utérus'e@tverture du col.

» Progestérone

Elle est principalement sécrétée par le corps jatreccessoirement par les follicules ovariens
matures. Cette lutéinisation pré-ovulatoire detulsd de la granulosa est une particularité du
cycle sexuel de la chienne.

Les effets de cette hormone sur le tractus gésttat :

* la mucification du vagin

» [|'épaississement de la muqueuse utérine et la @épa a la nidation

» Tlinhibition de la motricité utérine et le maintiede la fermeture du col utérin

» la stimulation de I'activité sécrétoire de I'endtmaéprolifération des glandes)

La progestérone permet le maintien de la gestaganstimulant le développement de

'endometre et du placenta et en inhibant les eatitns utérines. Chez la chienne, I'unique
source de progestérone est l'ovaire, il n'y a pagethis placentaire, ce qui est une autre
particularité de l'espeéce canine. Une ovariectopeaedant la gestation conduit donc a un

avortement.




Méme si la progestéronémie des chiennes gestastesimilaire a celle des non gestantes
pendant le dioestrus, elle ne reflete pas réellenfenproduction ovarienne. En effet, la
production de progestérone est significativemeginantée chez une lice gestante. Mais cette
derniere présente également un meétabolisme beaygospimportant ce qui aboutit a une
concentration importante des meétabolites de la gutégone dans le plasma et les feces.
(Verstegen J, Onclin K, 2002)

La synthese de progestérone par le corps jaunee@Cd@gulée par d'autres hormones:

- des hormones lutéotropes qui stimulent la symtltesprogestérone par le corps jaune:

_ La prolactine (PRL) (a partir de 30 jours de gtsh) : des anti-prolactiniques utilisés en fin
de gestation entrainent un avortement.

_ La LH : 'hypophysectomie provoque un avortemiammédiat (Concannon 1980, Okkens et
al. 1986)

Le réle de ces hormones est surtout net lors duiélene mois de gestation, les mécanismes
lutéotropes lors du premier mois sont moins conhasdépendance du corps jaune vis-a-vis de
la prolactine et de la LH semble varier lors dgdatation. Le CJ est plus indépendant pendant le
premier tiers de la gestation, et plus on est mratdh pic de LH plus l'indépendance est grande.
Il N’y a pas encore d’explications connues a cenph&ne. (Verstegen J, Onclin K, 2002)

- des hormones lutéolytiques, les prostaglandirzs Eui provoquent une diminution de la
synthése de progestérone aprés 10 a 15 jours tigesCes derniéres sont synthétisées en fin

de gestation par I'utérus gravide, peut étre eonspa la sécrétion foetale de cortisol.

» Relaxine

La relaxine est un polypeptide de la méme famile d¢jinsuline, c’est actuellement la seule
hormone connue, qui est spécifique de la gestatimz la chienne. Elle est sécrétée par le
placenta des la nidation.

Elle est détectable a partir de 3 a 4 semaineesitipn, son taux le plus élevé (4-6 ng/ml) est
atteint 2 a 3 semaines avant la mise bas puisrihwence a décliner dans les 48 heures précédant
le part et reste a des valeurs comprises entret@®5g/ml pendant 4 a 9 semaines. (Hoffmann
B, 2004)

Le placenta est la principale source de relaxinis s@sécrétion post-partum laisse supposer une
production utérine et ovarienne. (Hoffmann B, 2004)

Elle joue un réle important dans le maintien degéstation : elle inhibe les contractions du
myometre et favorise la croissance utérine : dargelixieme moitié de la gestation, elle est un
protagoniste de la maturation cervicale car eldiinla prolifération épithéliale et stromale. Elle
prépare également I'appareil génital au part edaenplus élastique la ceinture pelvienne et en

s




dilatant le col de l'utérus et en induisant la fatman de récepteurs a I'ocytocine. (Freville A,
2005)

b) Profil hormonal du cycle
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Figure 9 : Evolution hormonale (LH, progestéronesstradiol) au cours du cycle sexuel chez la
chienne gestante

1) L’anoestrus

Les concentrations d’'oestradiol sont basales pdrt@amestrus. Le taux de progestérone n’est
jamais basal avant J130-J160 du cycle (JO étaitlde LH). Les valeurs les plus basses, entre
10 et 50 pg/ml, sont observées en milieu et fimdéstrus. La concentration en FSH est variable
mais plus élevée que dans d’autres étapes du sglépendant le pic pré-ovulatoire de GnRH.

La LH présente une concentration variable mais éb&ss moyenne avec des pulses tous les
moins de 8 a 12H. (Verstegen J,2002)

2) Le pro-cestrus

* En début de pro-cestrus :

Juste avant le début du pro-cestrus, il y a une antation des fréquences pulsatiles de LH et de
FSH. Les intervalles entre les pulses sont de Z@rds voire moins. Il en résulte une

augmentation importante de la concentration moye&enkH. L'origine de ces changements est




sans doute une augmentation de la fréquence pelsatile la magnitude des pics de GnRH et
possiblement un changement de sensibilité de I'blypse vis-a-vis de cette hormone.
L’augmentation des concentrations de LH et surtut-SH provoque la stimulation d’'une «
cohorte » de follicules ovariens qui se développemtfollicules pro-cestraux sécrétant des
cestrogenes. La chienne est de nouveaux en chaleurs.

* Pendant le pro-cestrus :

Le développement rapide des follicules ovariensvgmoe I'élévation progressive de la
concentration d’cestradiol circulante. Ceci a pdtetein déclin concomitant des taux de LH et
de FSH (effet inhibiteur de I'cestradiol).

* En fin de pro-cestrus :

L’augmentation du relargage d’cestradiol aboutihdig qui prépare I'’hypophyse et
I’hypothalamus a une décharge massive de LH eS¢ Ee taux d’cestradiol passe d’'une

valeur basale située entre 2 et 10 pg/ml a unairvaltuée entre 50 et 120 pg/ml selon Goodman
(Goodman M, 2001), entre 30 et 70 pg/ml. (FontoleoAnBuff S, Garnier F, 2000). Cette
augmentation se fait sur une période de 10 a I14.j6Goodman M, 2001) Le picalieu2 a 3
jours avant le début de I'cestrus. (Goodman M, 2Q@%)follicules ont atteint un plafond, ils
combinent un métabolisme et une clairance élevésadtradiol. Il en résulte un déclin de son
taux. Cette baisse de sécrétion d’'cestradiol praaepupic de GnRH et un pic de LH présumés
concomitants. (Concannon PW, 2005)

La progestéronémie augmente 24 a 48 heures avpitt ¢ LH, au moment de la chute du taux
d’cestradiol. Cette sécrétion pré-ovulatoire de est&yone semble déterminante pour le
déclenchement du pic de LH. Concannon a démongésgia montée de la progestéronémie ne
se fait pas et que le ratio Progestérone/Estragtidé inchangé alors le pic de LH ne se produit
pas et il n’y a pas d’ovulation. (Verstegen J, @nkl 2002)

Le pic de LH débuterait lorsque le taux de progesi& passe rapidement de valeurs basales,
inférieures a 1 nmol/L, a des valeurs compriseseedtet 6 nmol/L. (Fontobonne A, Buff S,
Garnier F, 2000) Cette augmentation rapide de fecetration de progestérone ne peut étre

dissociée chronologiquement de 'augmentation du tke LH. (Concannon PW, 2005)

3) L’cestrus

* La phase pré-ovulatoire :

Le pic de LH est responsable de la croissance matenrapide et de la lutéinisation des follicules
pré-ovulatoires. Ainsi, sous son influence, defidiades de 3-4 mm de diamétre sécrétant des

cestrogenes sont transformés en follicules de 8-Imdiametres sécrétant de la progestérone.
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Ce pic déclenche aussi I'ovulation. Il est souvantsidéré comme le point central du cycle de la
chienne, a partir duquel les événements sont d@i@s il marque le début de I'cestrus
endocrinologique alors que l'cestrus comportemeafgarait en moyenne a J1 avec des
variations pouvant aller de J-3 a J+4 du cyclen@@aonon PW, 2005) La durée de la décharge
ovulant semble varier de 1 a 3 jours. de 24 a €6l en moyenne 3,3 jours. (Fontobonne A,
Buff S, Garnier F, 2000), et 36+/-5 heures. (DE KIEJ, KOOISTRA.H.S,
DJAJADININGRAT-LAANEN S.C, et al, 200§ Son taux sérique varie de 10 a 22 ng/ml.
Fontobonne A, Buff S, Garnier F, 2000) et est eyenaoe de 18,7+/-5,8 ng/ml

Le pic de FSH précede également I'ovulation et drois fois plus longtemps que le pic de LH.
Il s’étend sur 110+/-8 heures. Le métabolisme efldzance de cette hormone sont plus lents.
(Concannon PW, 2005)

* La phase ovulatoire :

Le pic pré-ovulatoire de LH déclenche I'ovulatiof & 48 heures plus tard, cela peut dépasser
96h dans certains cas. On considere que l'ovulatiogu lieu lorsque le taux circulant de
progestérone dépasse 5 a 10 ng/ml. ((FontobonBaifAS, Garnier F, 2000)

Lors de I'ovulation les ovocytes n'ont pas encathevés leur maturation, ils ne sont donc pas
immédiatement fécondables car bloqués en propleakemtemiére division méiotique. La phase
de maturation ovocytaire dure 48 heures.

« La phase post-ovulatoire :

Les concentrations de LH et de FSH retrouvent gssjvement leurs valeurs basales. Le taux
d’cestradiol décroit et atteint un niveau basal eeter 6ieme et le 11liéme jour de I'cestrus
endocrinologique, moment ou débute le metoestritdagyique.

La progestéronémie augmente rapidement avec lliatitea des corps jaunes, et atteint des
valeurs comprises entre 10 et 25 ng/ml au coursA8dseures suivant I'ovulation, moment ou

I'ovocyte devient mature. (Romagnoli S, 2006)

4) Le metoestrus

Que la chienne soit gestante ou non, le corps jaaoete de la progestérone a des taux élevés.
Le taux circulant atteint un maximum entre le 15éeh le 30ieme jour suivant le pic LH avec
des valeurs variant de 15 a 90 ng/ml selon Goodehale 15 a 80 ng/ml selon Blendinger, puis
décline jusqu’a atteindre un taux inférieur a Irmigd J60-J70 post pic LH ce qui marque la fin
du dioestrus. (Goodman M, 2001)

Les profils hormonaux d’une chienne gestante eha&l’'chienne non gestante sont tres proches,
cependant il existe quelques différences.

« Lors de gestation : (Voir Figure 9)




- Aprés son pic, la progestéronémie chute légerentapendant une légere remontée se produit
entre le 25iéme et le 40ieme jour (post LH). Paisalux de progestérone diminue lentement et
atteint, au dernier tiers de la gestation, un platge 4 & 16 ng/ml pendant 1 a 2 semaines. Enfin
la concentration chute brutalement dans les 24 heBes avant le part et atteint des valeurs
inférieures a 2ng/ml 12 a 24 heures avant la pador (Goodman M, 2001) Cet effondrement
est indispensable au déclenchement du part carringt 'augmentation du nombre de
récepteurs a I'ocytocine dans le muscle utérin.

- le taux d’'cestradiol, devenu tres faible au monuenpic de LH, remonte apres le 25iéme ou
30iéme jour de gestation contribuant a la phaserdissance et de différenciation des acini
mammaires (mammogéneése) et, plus tard a la prépacht part.

- La Relaxine, produite par le placenta de la amemst détectable 19 a 28 jours apres le pic de
LH. Sa sécrétion présente un pic a 4-6ng/ml eet0ieme et le 50ieme jour de gestation puis
diminue avant terme. Elle devient indétectableGlse@maines apres la parturition. (Romagnoli S,
2006)

- Le taux de prolactine augmente dés le deuxiénees tide la gestation et devient
significativement élevé entre le 30ieme et le 3®gour apres le pic de LH. La prolactinémie
présente un pic lors de la parturition et reste&dependant la lactation jusqu’au sevrage des
chiots. Les valeurs de prolactinémie montent arenv#i0 ng/ml lors de la derniere semaine de
gestation et atteignent approximativement 100nd/@l2 jours avant le part puis le taux dépasse
100ng/ml 1 a 2 jours apres la parturition. La pcote@mie s’éleve en réponse a la succion

exercée par les chiots. (Romagnoli S, 2006)

* Lors de non gestation :

- la progestéronémie ne présente pas de remontég sqn pic, elle diminue progressivement a
partir du deuxieme tiers du metoestrus jusqu’'aJEDapres le pic de LH.(Romagnoli S, 2006)
(Voir figure 10)

- La prolactinémie reste basse pendant la deuxi@oigé du metoestrus, _2ng/ml, sauf lors de
pseudo gestation. En effet, certaines chienneem&st lors de cette phase des modifications
cliniques similaires a celles observées chez unenob gestante, cela peut aller jusqu'a

I'apparition d’une lactation de pseudo gestationxdmois aprés les chaleurs.
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Figure 10 :

représentation schématique de la calel@rogestérone chez une chienne gestante et

non gestante d’apres Baron

Le cycle hormonale de la chienne se traduit par :

» Un pic pré-ovulatoire de LH, 48h avant I'ovulatio
e Une |utéinisation pré-ovulatoire des folliculewea production de progestérone avant

I'ovulation

* Une croissance en plateau de la progestérondée suil'ovulation. Chez la chienne

'augmentation de la progestéronémie traduit I'aiain et non la gestation.
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3. SUIVI DES CHALEURS

3.1. Importance du suivi des chaleurs :

La chienne peut étre souvent saillie avec succaédgod une période d'environ 6 jours (de 2 jours
avant l'ovulation & 4 jours apres). Cependant, denemt optimum de fécondation se situe deux
jours apres l'ovulation. En effet lorsque la chierovule, les ovocytes sont immatures, la
maturation ovocytaire dure 48 heures.

Une saillie ou une insémination artificielle effeéé au moment optimum de fécondation
augmentent la prolificité (taille de la portée)eefertilité.

Lorsque la saillie est effectuée un peu en avahest possible qu'elle soit fécondante, du fait de
la longue survie des spermatozoides dans les gér@tales de la femelle (jusqu’a une semaine)
mais la probabilité que la saillie soit fécondasttéa prolificité sont diminuées.

De plus, si une insémination artificielle utilisamte semence réfrigérée ou congelée est
envisagée, la semence survit moins longtempsest ihdispensable qu'elle soit effectuée au
moment optimum de fécondation. (Johnston SD, Rawstiitz MV, Olson PNS 2001/

fontobonne A, Buff S, Boender G 1998)

QUELQUES REPERES

* Le début des chaleurs correspond aux premiérésspeallvaires (normalement sanguines).

* L'ovulation survient environ 2 jours apres le utéthe |'cestrus.

« Moment optimum de fécondation: 2 a 4 jours apfésulation (temps de maturation
ovocytaire)

» Taux de progestérone plasmatique a I'ovulatiomiren 5 ng/ml (entre 4 et 10 ng/ml)

» Taux de progestérone plasmatiqgue au moment dcondation: trés variable d’'une chienne

a l'autre : 12 & 50 ng/ml

3.2. Les outils qui permettent de déterminer le nmoent de I'ovulation :

La détermination du moment de I'ovulation utilise&ils principalement:

- Le frottis vaginal (dans les pays anglo-saxoveginoscopie)

- Le dosage de progestérone (Johnston SD, Rootitgugilv, Olson PNS 2001/ fontobonne A,
Buff S, Boender G 1998)

Récemment, d’autres techniques, comme I'échograplagenne ont été développées.




« EVOLUTION DE LA PROGESTERONE AU COURS DU CYCLE ZXHEL DE LA
CHIENNE

o Le taux basal de progestérone est < 2 ng/ml

o Il y a une lutéinisation des follicules préovolegs qui se mettent a sécréter de la progestérone
avant que l'ovulation ne se produise. Ainsi, il yuae premiére augmentation du taux de
progestérone de < 2 ng/ml a environ 2,5 ng/ml.

o A l'ovulation, le taux de progestérone augmentesduement, il est compris entre 4 et 10
ng/ml.

o On considere que l'ovulation a eu lieu lorsquealaur de 6 a 10 ng/ml est dépassée, de ce fait,
la mesure de la progestéronémie est un témoirefiddl'ovulation.

o En période post ovulatoire, le taux de progesgamntinue d'augmenter pouvant atteindre des
valeurs comprises entre 15 et 90 ng/ml.

o Au moment idéal de fécondation, le taux de priggese plasmatique est tres variable, il varie
de 12 & 50 ng/ml.

0 A partir du troisieme tiers de gestation, le taexprogestérone diminue, il se situe alors a un
plateau allant de 4 a 15 ng/ml. Ces valeurs somteraies pendant 15 jours avant la mise bas,

lorsque le taux devient inférieur a 2 ng/ml, latpation est imminente (dans les 24 a 48 heures).

" AVANTAGES ET INCONVENIENTS DES DEUX OUTILS:

Tableau n°2: Avantages et inconvénients des deux outils

AVANTAGES INCONVENIENTS
FROTTIS VAGINAL Peu colteux Peu précis
Résultat immédiat
DOSAGE DE précis Codlt élevé
PROGESTERONE Technique de dosage
variable
(quantitatif ou semi-
guantitatif)




3.3. Suivi pratique des chaleurs

» Détermination du premier jour des chaleurs papl®priétaires = premiéres pertes vulvaires.

« Frottis vaginal a partir du 5eme jour des chaeirtous les deux jours jusqu'a l'obtention d'un
frottis d'cestrus

Rq: si le premier frottis montre un état de proaesspeu avance, on peut se permettre d'attendre
cing jours avant d'effectuer le deuxiéme.

» Dosage de progestérone des l'obtention d'undmbtestrus:

] si taux < 2 ng/ml, pas d'ovulation a prévoir avédteures, effectuer un dosage tous les deux
jours jusqu'a l'obtention d'un taux d’environ 56ng/ml.

1 Sitaux =5 ou 6 ng/ml: ovulation imminente, fas@llir ou inséminer dans les 48 heures.
Lorsque taux > 6 a 10 ng/ml, on peut étre sir uelation a eu lieu.

[ Si taux > 40 ng/ml, on a tres certainement dépmadlation de plus de 72 heures, ce qui est
souvent trés tard, voire trop tard, pour accouplerinséminer une chienne. L'obtention d'un
frottis vaginal montrant un aspect de metoestruésgmnce de polynucléaires et/ou réapparition
de cellules parabasales) permet d'indigquer au igtape que son animal n'est probablement plus

fécondable.

3.4. Conclusion:

LES FROTTIS VAGINAUX : Permettent de déterminer le moment ou commempsetldsages
progestérone et permettent de certifier que laogérde fécondabilité est dépassée

LES DOSAGES DE PROGESTERONE: Permettent de déterminer de maniere précise le
moment idéal de fécondation, ils ne permettentqeadéterminer quand ce moment est dépasse

(en effet, la progestérone continue d’augmentergglienne soit gestante ou non)




4.LES FROTTIS VAGINAUX CHEZ LA CHIENNE

4.1. La technique :

a) La méthode de prélevement :

Plusieurs méthodes pour le prélevement des celkdginales exfoliees sont possibles. Le
prélevement doit étre rapide, facile, avec un mimimd’inconfort pour la chienne, praticable a
toutes les phases du cycle et permettant d’obteniéchantillon cellulaire viable (Feldman et
Nelson 1996, Neveux 1999, Johnston et al. 2001b).

1) Le prélevement avec une pipette :

Cette méthode consiste a introduire sur toute sguieur un compte-goutte médical dans le
vagin. Celle-ci contient de 0.25 a 1 millilitre d®lution saline stérile. On peut également
rattacher la pipette a une seringue contenant aunmm 5 millilitres d’air pour pouvoir
expulser le liquide dans la lumiére vaginale.

La solution est injectée et réaspirée plusieurs ®uis la pipette est extraite du vagin en vdillan
a ne pas presser son extrémité. Il est probabld’igptégralité du sérum ne soit pas récoltée,
mais il suffit d’'une goutte pour obtenir une lamelmante.

Une goutte du produit de récolte est déposée ardemnté d'une lame de microscope. Cette
derniére est maintenue verticalement pour permigtreulement du liquide sur I'ensemble de la
longueur. Puis I'excédent est essuyé (Holst 1986zB 1977, Guyant 1988, Olson et al. 1984 d,
England 1992, Baker et Lumsden 2001).

Cette technique est la moins douloureuse pourrtiahiNéanmoins, le prélevement avec une
pipette peut altérer la morphologie des cellules.duantité des cellules prélevées peut étre
insuffisante. Il tend a minorer les comptages tales, ce qui entraine des pourcentages peu
fiables et augmente les index (Evans et Savage, IRrgant 1988, Olson et al. 19844d).

2) Ecouvillonnage :

C’est la technique la plus couramment employée.u@ise un écouvillon stérile en coton a
usage unique.

Précédemment certains écouvillonnages étaientteffe@vec des « abaisses langue » coupés en
quatre, polis et humidifies avec du sérum physioleg (Christie, Bailey et Bell 1970). Ce
matériel, outre son manque d'asepsie, rendait mea douloureux pour lI'animal. On a
également utilisés des spatules en métal (EvaBawetge 1970).

L’écouvillon stérile doit étre humidifié avec dursén physiologique stérile. Cela peut ne pas
étre nécessaire si la chienne présente des écautenaginaux suffisants (pendant le proestrus

ou l'cestrus) (Johnston et al. 2001b). Néanmoinsgldon utilise du matériel non humidifié, le




coton collecte les cellules mais également du muces qui peut géner [|'étalement du
prélevement.

Les levres vulvaires peuvent étre écartées mamoetieavec le pouce et I'index.

L’écouvillon est introduit au niveau de la commissdorsale de la vulve (cf. figures 11 et

12). Puis il est orienté cranio-dorsalement enctive de la colonne vertébrale. Une fois passée
au dessus de l'arcade ischiatique, l'instrumentdesgé cranialement sur une quinzaine de
centimetres (cf. figure 12). Au contact de la mugeedu vestibule ou de la partie caudale du
vagin, I'écouvillon subit une rotation. Le mouverhdoit étre imprimé avec une force suffisante
pour assurer un bon contact avec la muqueuse Vagiais I'écouvillon est extrait délicatement
des voies génitales (Roszel 1977, Johnston 1988;a@mon et Digregorio 1987, Neveux 1999).




_ Vestibule
TTterus - 7 = Fosse clitoridienne
Y — RN
/A ~ \
Vessie - 27 Symphise pubienne
*l
— g W
o
e,
e

Figure 11 : Rappels anatomiques et technique devement
(Johnston et al. 2001b).
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Figure 12 : Technique de prélevement par écouvibge
(Bowen 2000).

Certaines précautions sont nécessaires pour éeseerreurs.

"IEn dirigeant caudalement I'écouvillon, on évite fiietuer un prélevement dans la fosse
clitoridienne. En effet, des cellules fusiformegdtiisées sont fréequemment prélevées dans
cette zone et peuvent étre confondues avec dedeseluperficielles kératinisées observées lors
de I'cestrus pour un ceil non averti (Johnston €2G01b, Olson et al. 1984d).

Cl'introduction sur 15 cm (pour une chienne de farnmaoyen) est obligatoire. Les
manipulations dans le vagin cranial peuvent étralaoeusement ressenties par certaines
femelles (Schutte 1967a). Au niveau de la zone alaudu vestibule, I'épithélium pourrait étre
moins sensible aux variations hormonales ; cedéan®ntré chez la femme (Schutte 1967a),
mais pas encore mis en évidence chez la chienne.

‘Le prélevement sur la partie dorsale du vestibulelw vagin évite tout traumatisme du meéat
urétral (Johnston et al. 2001b).

Certains auteurs ont conseillé I'utilisation deapems (cf. figure 13). lls évitent tout contact de
I’écouvillon avec la muqueuse de la fosse clit@nie et du vestibule caudal, ce qui assure de
prélever dans la zone souhaitée. Il n'y a égalemectin risque de Iéser le méat urinaire
(Concannon et Digregorio 1987, Holst 1986, Mial®84b, Neveux 1999, Fayrer-Hosken

1996). Cependant ils sont rarement nécessaireggqye courante.




Figure 13 : Technique de préléevement a l'aide dpéculum
(Fayrer-Hosken 1996).

L'étalement sur une lame de microscope doit étfeckfé rapidement, afin d'éviter le
desséchement du prélevement (Concannon et Digeed®87, Holst 1986). Le but est de
transférer un matériel représentatif du préléveraenbn I'ensemble de ce dernier.

L’écouvillon est roulé sur une lame propre santdroent pour ne pas détériorer les cellules

(cf. figure 14) (Johnston et al. 2001b).

Généralement deux a trois lignes paralléles, béparges, peuvent étre étalées sur toute la
longueur d’'une seule lame (Concannon et Digregd®87, Bowen 2000). Cependant, la
superposition de deux étalements génerait et feaisda lecture du frottis. C’est pourquoi
certains auteurs préconisent d'utiliser deux lametede ne pratiquer qu’un seul étalement par
lame (Mialot 1984b, Roszel 1975, Guyant 1988, N&VE209).

Il est préférable que I'étalement soit toujourdiséapar le méme manipulateur qui applique le
méme appui de I'écouvillon sur la lame. En effeg Variations des différents types cellulaires
sont parfois délicates a observer et nécessiteanm@thode standardisée (Neveux 1999).

Figure 14 : Etalement d’un écouvillon sur une lateamicroscope (Bowen 2000).
b) La fixation du prélévement:
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Le frottis doit étre fixé immédiatement (dans leglques secondes qui suivent I'étalement sur la
lame), alors gu'il est encore humide. En effetl'ar séche les lames, les cellules peuvent se
distordre (Neveux 1999, Concannon et Digregorio/188szel 1977).

La lame est plongée dans un bain de fixateur, gui ftre une solution de méthanol a 95%
(Holst 1986, Olson et al. 1984d), un mélange dspagtles d’éthanol a 100° et d’éther

(Schutte 1967a, Neveux 1999), ou des solutionsstniélles préparées a cet effet.

Des cytofixateurs sont disponibles sous forme daysiCette technique peut étre préférée du fait
de son efficacité et de sa facilité d'utilisation de conservation du fixateur (Concannon et
Digregorio 1987, Johnston et al. 2001b, Neveux 1999

c) Les différentes techniques de coloration :

Le praticien doit choisir une technique de colamatiui soit a la fois la plus simple a effectuer,
se conservant bien, et qui doit éviter les errelerdecture en donnant des résultats constants
(Feldman et Nelson 1996). Plusieurs techniquesaantre disposition.

1) Les colorations uni-chromes :

» La coloration de May-Grunwald-Giemsa :

Cette technique et ses dérivés (Diff-Quick®) saydlément couramment utilisés (Neveux 1999,
Guyant 1988, Johnston et al. 2001b, Olson et a44 @8 b, Wright et Parry 1989, Concannon et
Digregorio 1987) (cf. tableau 3). En effet de noeulx praticiens possédent les réactifs dont ils

se servent pour colorer les frottis sanguins.

Tableau n°3: coloration Diff-Quick ® (Bowen 2000).

Ordre de passage Produits Temps

1 methanol 10 passages
2 solution 1 10 passages
3 solution 2 10 passages

Les cellules vaginales, quel que soit leur degriédatinisation apparaissent uniformément
bleu-violet (cf. figure 17). Elles ne sont alorspegriables que par leurs seuls criteres
morphologiques (Neveux 1999, Johnston et al. 20Gbbcannon et Digregorio 1987,

Wright et Parry 1989). Cette technique permet was bonne visualisation des polynucléaires
neutrophiles et des hématies (Neveux 1999) (afiréid.5).
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Figure 15 : Frottis vaginal de chienne coloré daenéthode Diff-Quick ®
(Bowen 2000).

Les avantages de cette technique résident darfaibtsnco(t et dans sa rapidité d’exécution
(Concannon et Digregorio 1987, Olson et al. 198t 13).

» Le bleu de méthyléne :

Le bleu de méthylene n’est presque plus utiliséeure actuelle.

On pratique cette technique en placant une gosttgotiition de colorant sur la lame, puis une
lamelle est apposée.

C’est une coloration rapide et peu colteuse, gadlegjuelle la visualisation de la morphologie
cellulaire est bonne. Cependant elle ne permetgasnservation des lames. En outre, elle ne
met pas en évidence les affinités tinctorialesyeetolore pas les hématies, ce qui rend parfois
I'interprétation difficile (Guyant 1988, Neveux 19Johnston et al. 2001b, Olson et al. 1984a et
b, Feldman et Nelson 1996, Simmons 1970).

2) Les colorations plurichromes :

» La coloration de Harris Shorr :

Il s’agit de la technique de coloration pratiquaeCERCA.

Cette coloration trichrome a été mise au point pphraim Shorr en 1940 (Shorr 1940 a, b,
1941). Elle connait de nombreuses variantes quipenhis d’augmenter son efficacité et de
faciliter sa mise en pratiqgue (Guyant 1988, OettidVeldhagen 1982, Roszel 1977, Neveux
1999, Schutte 1955c) (cf. tableau 4).




Tableau n°4: Coloration de Harris — Shorr (Neveux 1999).

passage Produits Temps

1 melange alcool-ether 1/2 3 minutes

2 alcool a 70° plonger 10 fois
3 alcool a 30° plonger 10 fois
4 eau distillée plonger 10 fois
5 hematoxyline de Harris 2 minutes

i) eau distillée passage

7 eau distillée passage

8 alcool ammomiacal 1 minute

a eau distillée passage

10 alcool a 70° passage

11 alcool a 95° passage

12 colorant de Shorr 2 minutes

13 alcool a 95° passage

14 alcool absolu passage

L'intérét de cette technique est la coloration gesn des précurseurs cytoplasmiques de la
kératine (Olson et al. 1984 d). La lecture esteagisar les cellules sont différenciées selon leur
affinité tinctoriale. Les cellules basophiles agissent bleues, et les cellules acidophiles rouges
orangées (Neveux 1999, Johnston et al. 2001b).

Dans le suivi du cycle sexuel chez la chienneplaration de Harris Shorr est la coloration de
choix. Les cellules acidophiles deviennent rougage alors que la kératinisation progresse.

Les désavantages sont sa durée de mise en oenergyinzaine de minute), ce qui en fait 'une
des techniques les plus longues ainsi que le greamdbre de récipients de produits mis a
disposition (Feldman et Nelson 1996). Cependasmixidte comme alternative des kits simplifiés

de coloration tels que le Diagnoestrus RAL ®.

» La coloration de Papanicolaou :

Cette coloration pentachrome a été décrite pargesdPapanicolaou en 1942 (Papanicolaou
1942). De méme que le thrichrome de Harris Shteraesubi de nombreuses modifications
(Schutte 1967a) (cf. tableau 5).

Tableau n°5: La coloration de Papanicolaou (d’aprés coursat@mie pathologique du CHU




Necker). (1) éosine, (2) mélange de vert lumiemedbrun bismarck.

Ordre de passage

Produits

Temps

1 alcool a 70° plonger 10 fois
2 alcool & 30° plonger 10 fois
3 eau distillée plonger 10 fois
4 hématoxyline de Harris 3 minutes

3 eau distillée plonger 10 fois
6 alcool a 95° passage

7 alcool a 80° passage

8 alcool a 70° passage

9 alcool a 70° passage

10 Orange G 6 (1) 3 minutes

11 alcool a 95° 30 secondes

12 alcool a 95° 30zecondes

13 EA 30 (2) 3 minutes

14 alcool a 95° 30 secondes

13 alcool a 95° 30 secondes

16 alcool absolu 30 secondes

17 xvléne 2 passages

Les noyaux apparaissent bleu-violet, les cellulepeHicielles rose-orange, les cellules
intermédiaires bleu-vert, et les cellules plus pnales vertes plus franches (Papanicolaou 1942)
(cf. figure 16).

(1) coloration verte du cytoplasme (cellule paralgs (2) coloration bleutée du noyau

Figure 16 : Frottis vaginal pratiqué chez une fenatneoloré avec la technique de Papanicolaou.
(Heron 2004 avec son autorisation).

Il s’agit de la coloration standard des frottis magx chez la femme. Néanmoins nous ne

I'avons jamais vu utilisée pour colorer les frottegginaux chez la chienne dans la littérature.
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Le trichrome de Harris Shorr I'a supplanté poueetifier une lecture tinctoriale des lames.

d) L’observation microscopique :

L’observation de la lame se fait en deux temps.

D’abord, un faible grossissement (x40 ou x100) mrdiapprécier globalement la richesse en
cellules ainsi que leur répartition (disperséesareas ou isolées), la réussite de la coloration.

On peut déja observer I'éventuelle présence de sjuda polynucléaires neutrophiles, de
spermatozoides. Cette premiéere visualisation dégaéement la tendance tinctoriale du frottis
(globalement basophile, acidophile, ou « mixte »).

Puis un fort grossissement (x400) nous donne desniations beaucoup plus précises sur les
types cellulaires rencontrés. La morphologie etdaleur de la cellule, la taille et 'aspect du
noyau sont des informations primordiales pour reatne le type cellulaire rencontré

(Neveux 1999, Johnston et al. 2001b, Simmons 1970).

4.2.Les types cellulaires :

L’épithélium vaginal est de type stratifié pavimemt non kératinisé ou épithélium malpighien
(cf. figure 17). Une couche de cellules germinaikgpose sur une lame basale.

Depuis cette couche vers la lumiére utérine, onvecsuccessivement des cellules parabasales,
des cellules intermédiaires (issues de la difféation des cellules parabasales), puis des

cellules superficielles (Schutte 1967a).

1: lame basale, 2 : cellule germinative, 3 : delparabasale, 4 : cellule intermédiaire, 5 : ¢ellu
superficielle.
Figure 17 : Epithélium pavimenteux non kératinikéiptratifieé (D’aprés la division d’histologie

du département de médecine de I'université de Bri)o




Les difféerentes couches cellulaires présententrtés stages de maturation physiologique : la
prolifération, puis la différenciation et enfin Xfliation. Ce phénomeéne est sous la dépendance
hormonale des estrogénes.

Lors de la lecture du frottis, on rencontre le$édénts types cellulaires de I'épithélium ainsi que

des cellules présentes dans la lumiere vaginatenNient donc de les classifier avec soin.

a) Les cellules de I'épithélium vaginal :

Les affinités tinctoriales des cellules seront désren fonction de la coloration de Harris Shorr.
1) Les cellules parabasales :

Ce sont les plus petites cellules épithéliales migss sur un frottis. Leur diametre est de 10 a

20 um (Concannon et Digregorio 1987, Johnston et &1B0 En effet, les cellules de la couche
germinative ne sont que tres rarement visualigeson( et al. 1984d, Johnston et al.2001b).
Leur forme est généralement ronde et uniforme (©O&a@l. 1984d, Schutte 1967a, Vaughan
1996). On peut néanmoins les observer en colonest@-dire que le cytoplasme est étiré et que
le noyau est excentré) (cf. figure 18) (Neveux 3999

Leur noyau est rond et volumineux, et le cytoplaspeu abondant ; le rapport
nucléocytoplasmique est donc élevé (Olson et 884d9Guyant 1988, Johnston et al. 2001b,
Feldman et Nelson 1996, Vaughan 1996).

Il fixe bien les colorants. Il peut certaines faigparaitre éosinophile (Concannon et Digregorio
1987).

L’ensemble de la cellule est basophile (bleutév@éue 1999).

1d
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(1) : cellules parabasales rondes ; (2) cellules paedés allongées.

Figure 18 : Cellules parabasales (d’aprés Mial@41&vec son autorisation).
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2) Les cellules intermédiaires :

Ces cellules subissent la premiére étape qui coadai mort cellulaire. Il existe de trés grandes
variations de taille et de forme car elles représdrtoutes les étapes de maturation entre |'état
parabasal et I'état « superficiel » (Vaughan 19@5ci explique que deux soustypes ont été

définis.

» Les petites cellules intermédiaires :

Ce sont les cellules en croissance. Elles assladransition entre les parabasales sphériques et
les cellules plus larges, plus anguleuses qu'ellegiendront au fur et a mesure quelles
s’éloigneront des couches les plus profondesirird 21) (Feldman et Nelson 1996,Concannon
et Digregorio 1987).

Leur diametre est supérieur au2d (Johnston et al. 2001b).

Leur forme varie de rond a anguleux. La plupartt sslhpsoides (Concannon et Digregorio
1987, Johnston et al. 2001b).

Le noyau est encore bien rond et bien visible. @ametre représente de 30 a 35 % de celui de
la cellule (cf. figure 19 & 21) (Schutte 1967a, €Cannon et Digregorio 1987).

La coloration cytoplasmique reste basophile. Leanogeut commencer a prendre une légere

teinte acidophile (cf. figure 19) (Concannon etriegprio 1987).

' \v/

Petites cellules
mtermediares

Figure 19 : Petites cellules intermédiaires

(Mialot 1984 avec son autorisation).
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» Les grandes cellules intermédiaires :

Elles représentent I'étape intermédiaire entreplas grandes des petites cellules intermédiaires,
d’aspect globalement régulier, et les cellules Higielles, squameuses et irrégulieres (cf.
figures 21 & 22) Leur diameétre est supérieur a0

Elles sont plates. Leur contour est anguleux (cfurés 21 & 22) (Johnston et al. 2001b,
Concannon et Digregorio 1987).

Le noyau est de taille normale, visible et encamectionnel (Johnston et al. 2001b). En effet,
elles représentent « la frontiere » entre les cesidellulaires qui ont acces aux nutriments et
celles trop éloignées de la lame basale pour poagsurer une fonction nucléaire correcte.

Le diameétre nucléaire représente moins de 35%ewt e correspondre qu’a 15% du diamétre
cellulaire (Concannon et Digregorio 1987).

Leur cytoplasme peut afficher soit une basophdi@t une acidophilie (soit les deux). Le noyau,

lui est toujours acidophile (cf. figure 27) (Connan et Digregorio 1987).

Grande cellule
mtermediame

Figure 20 : Grande cellule intermédiaire (MialoB4%vec son autorisation).




cellules
de la fosse
clitoridienne

cellule
supexticlelle les cellules
it L supertficielles
cellule sont
superficielle | les plus grandes
a noyau ceutil?al
tique épithéliales.
i Les bords
cellule des cellules
superficielle | sont plats
avec silhouette | ou pliés.
nucléaire

grande cellule intermédiaire :
- plus grande que les cellules
parabasales et intermédiaires,
- noyau d’aspect semblable,

- contours anguleux,

- cytoplasme acidophile

ou basophile selon le stade
des chaleurs de la chienne.

petite cellule intermédiaire :

- noyau rond,

- taille variable, (en général deux fois
plus grande que les cellules parabasales),
- formes ronde, ovale ou angulaire.

cellule parabasale :
- forme ronde, - ratio,

-noyau large, - noyau cytoplasme
- les plus petites cellules plus élevé que
épithéliales présentent  les cellules intermédiaires,
sur le frottis vaginal. - cytoplasme basophile (bleu).

cellule parabasale en colonne
(cellules longues a noyaux excentrés)

cellules caractéristiques
du méteestrus

cellules lysées

globules rouges

polynucléaires

Figure 21 : Les cellules du frottis vaginal (Nevel999).
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Figure 22 : Les cellules du frottis vaginal et lpoocessus de maturation ( Schutte 1967b).

3) Les cellules superficielles :

E



Elles sont nommeées ainsi en raison de leur posatiosein de I'épithélium vaginal (cf. figure

22) (Johnston et al. 2001b).

Il s’agit des plus grandes des cellules vaginalear;diametre est compris entre 30 eluitd
(Johnston et al. 2001b, Vaughan 1996, ConcannbDiget¢gorio 1987).

Les bords cellulaires sont irréguliers, anguleuplestsés. Elles peuvent présenter un aspect de «
corn-flakes » (cf. figures 21 et 23) (Vaughan 1996)

Au contraire de ces derniéres, le noyau est pygnetiabsent, ou on ne peut distinguer que sa
silhouette (cf. figure 23) (Johnston et al. 200¢hughan 1996, Concannon et Digregorio 1987,
Schutte 1967a).

¥
Cellules superficielles <
kératmiseds 1

Figure 23 : Cellules superficielles kératiniséescées
(Mialot 1984 avec son autorisation).

Elles sont également appelées cellules kératiniggegffet, le phénomeéne de kératinisation est
lié a la dégénérescence qui transforme les celldles épithélium malpighien en cellules
mortes. Ceci est reflété par la pycnose nuclé&@ig/ént 1988, Johnston et al. 2001b).

Les cellules ne possédant pas de noyau sont eégdlapeelées squames (cf. figures 21, 22 et
23) (Concannon et Digregorio 1987, Guyant 1988nstun, et al. 2001b).

La maturation peut s’arréter au stade ou les esllsuperficielles présentent encore un noyau,
méme si le pic ostrogénique est atteint. Chez ioedachiennes, on a émis I'hypothese que ce
phénomene était associé a un refus de I'accoupleowedes problémes de fertilité (Feldman et
Nelson 1996).

L’ensemble de ces cellules est completement acildophintensité de la coloration croit en
fonction du stade de dégénérescence. Globalemarst fal cellule est sénescente, plus

I'acidophilie sera marquée (Johnston et al. 200N&anmoins certaines squames ne prennent
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absolument aucune coloration et apparaissent d@msparents. (Concannon et Digregorio
1987).
Ces cellules offrent une protection a I'épithélivaginal lors de I'accouplement (Guyant 1988).

4) Autres cellules issues de I'épithélium vaginal :

» Les cellules « metoestrales » :

Il s’agit de cellules parabasales modifiées quitiemment un ou plusieurs polynucléaires
neutrophiles dans leur cytoplasme (Feldman et Mel8€96, Johnston 1988, Neveux 1999,
Johnston et al. 2001b, Olson et al 1984 d, Guya@8)L(cf. figures 21, 22 et 24).

Elles refletent la propriété de phagocytose dathétium vaginal.

Comme leur nom l'indique, elles sont présentesderta phase lutéale du cycle sexuel.
Cependant elles peuvent étre observées des quelgascléaires neutrophiles sont présents

(En début de proestrus, ou en cas de vaginitengloh et al. 2001b).

Figure 24 : Cellules metoestrales

(Mialot 1984 avec son autorisation).

» Les cellules spumeuses ou « foam cells » :

Ce sont des cellules parabasales ou intermeédigitiesontiennent des vacuoles cytoplasmiques
(cf. figure 22). Leur origine et leur significati@ont inconnues (Feldman et Nelson 1996, Olson
et al 1984 d, Johnston et al. 2001b, Johnston 1G8%ant 1988).

» Les cellules superficielles avec des corps cytophaisjues :




Ces cellules sont fréquemment rencontrées chezchiesmnes en cestrus. L'origine et le
signification des inclusions cytoplasmiques esbimaie (Olson et al. 1984 c et d, Johnston et al.
2001Db).

Les corps cytoplasmiques peuvent étre aisémenngligts des bactéries. Bien que les bactéries
puissent adhérer aux cellules superficielles, edtas plus petites et sont souvent observées en

position extracellulaire (Johnston et al. 2001b).

» Les cellules épithéliales contenant des grains deétanine :

Elles peuvent étre observées sur des frottis idsushiennes possédant un épithélium pigmenté
(par exemple, les labradors noirs).

Elles ne doivent pas étre confondues avec dedezltancéreuses de mélanome. (Olson et al.
1984d, Johnston et al. 2001 b).

» Les cellules néoplasiques :

Les cellules anormales peuvent s’exfolier et ddre @ésentes au sein d’un frottis vaginal.

Les types tumoraux les plus frequemment rencomtmdsd’un frottis sont : les carcinomes a
cellules transitionnelles, les tumeurs vénérientes, carcinomes a cellules squameuses, les
métastases d’adénocarcinomes mammaires et les dgamomes (Johnston et al. 2001 b,
Guyant 1988).

b) Les autres cellules :

1) Les cellules sanguines :

» Les érythrocytes :

Ces cellules ont une double origine. Elles provestntout d’abord de l'utérus. Elles sont
également issues du vagin, puisque des hématiet@onbservées sur des frottis de chiennes en
proestrus qui avaient été auparavant hystérectemigdhnston, Olson et Kutritz 2001 b) (Holst
1986).

L’aspect de ces cellules est similaire a celui ol#ssur un frottis sanguin. Elles sont arrondies,
ou avec des bords Iégerement crénelés, semi tramsps.

Pendant I'cestrus, les hématies sont souvent pffisilds a distinguer. Il n’en subsiste que des
fragments cellulaires, ce qui semble suggérer yee tellulaire due a changement dans la

composition du mucus vaginal (Concannon et Digriegb®87).

» Les leucocytes :
lls sont présents dans les frottis, sans que o#lais signe pathologique.




Les polynucléaires neutrophiles (PNN) sont lesubedl issues de la lignée blanche qui sont le
plus fréquemment observées. Les lymphocytes gtdlgmucléaires éosinophiles ne sont que tres
rarement rencontrés (Johnston et al. 2001b).

Les PNN sont généralement rencontrés lors du mesestEn effet, lors de [I'cestrus,
I'épaississement de la muqueuse vaginale empéake deapédese. Cependant, si des PNN sont
observés sur un frottis provenant de chiennes endgéd’cestrus, une métrite ou une vaginite

doivent étre envisagées. (Johnston et al. 2001b).

2) Les cellules de la fosse clitoridienne :

Les cellules de la fosse clitoridienne peuvent ébservées si le prélevement a été mal effectué ;
c'est-a-dire dans la fosse clitoridienne au liewektibule ou du plafond vaginal (figure 12).

Ces cellules totalement éosinophiles, tres aboedaméndant I'anoestrus et I'cestrus, peuvent
étre confondues avec des cellules squameuses. @@yeteur aspect fusiforme (cf. figure 21)
ou un prélevement non adéquat (frottis effectu¢oximité de la vulve, ou algie de la chienne
lors du prélevement) doivent alerter le praticieglohfiston et al. 2001 b, Concannon et
Digregorio 1987, Neveux 1999, Roszel 1977, Olscal.€1984 c et d, Guyant 1988).

3) Les spermatozoides :

On peut les observer lorsque la chienne a été plEmu

Bien que leur présence confirme un accouplemeumt,dbsence n’élimine pas l'inverse. En effet
dans une étude, seuls 65% des frottis obtenus @¢haprés un accouplement présentaient des

spermatozoides (Johnston et al. 2001b).

4) Les bactéries :

Le vagin n'est pas une « chambre » stérile, estlmrmal d’y observer différents types de
bactéries. Leur quantité est trés variable.

Si un grand nombre de micro-organismes est viguabgjointement avec des PNN dégénérés, il
peut s’agir d’'un signe de vaginite (Holst 1986).

Les espéces bactériennes les plus fréquemment ntede® sont :Escherichia coli
Streptococcus viridanStaphylococcus aureuStreptococcus canifroteus spp.

Staphylococcus epidermitSorynebacterium sppKlebsiella aerobacteet Bacillus spp.

(Platt et Simpson 1974, Hirsch et Wiger 1977, Betbal. 1983, Ling et Ruby 1978).

4.3.Les variations de la cytologie vaginale au cosidu cycle cestral :

a) Le proestrus:




1) Le proestrus précoce:

Il s’agit d’un frottis pauci cellulaire (Johnstohad. 2001b).

On visualise des cellules parabasales, des petitgsandes cellules intermédiaires (Feldman et
Nelson 1996) (cf. figures 25).

Les PNN et les bactéries sont présents en quaatiigble (Feldman et Nelson 1996) (cf. Figure
31 et 32).

Le proestrus est communément déterminé par lamprésen grand nombre d’érythrocytes
(Feldman et Nelson 1996) (cf. figures 31).

Le fond du frottis est souvent granuleux ou « sal€eci est di au fait que les sécrétions

mugqueuses cervicales et vaginales fixent treslhienloration (Feldman et Nelson 1996).

Figure 25 : Frottis de proestrus débutant

(cliché Alain Fontbonne).

2) Le proestrus moyen :

Les premiers effets de I'élévation sérique en gsines sur le tractus génital sont visualisés
(Feldman et Nelson 1996).

Le frottis est riche en cellules.

La kératinisation cellulaire débute. La proportemcellules parabasales et petites intermédiaires
diminue progressivement, au profit de celle enutedl superficielles nucléées et anucléées (cf.
figures 26, 29) (Feldman et Nelson 1996, Johnstoal.e2001b). La proportion en cellules
parabasales par rapport au nombre total de celkdgmales est de 5 a 30% en début de
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proestrus ; elle passe a moins de 5% quatre ajourg avant le pic de LH (Johnston et al.
2001b).

II'y a une disparition des PNN. En effet I'épaissiment brutal de la muqueuse vaginale
empéche la diapédeése des neutrophiles. lls ne tsphas visualisables jusqu’au metoestrus
(Feldman et Nelson 1996) (cf. figures 29).La quéardihématie commence a décroitre (Feldman
et Nelson 1996, Johnston et al. 2001b).

Le fond du frottis est variable. Il peut étre soiiqueux soit propre (Roszel 1977, Feldman et
Nelson 1996).

Figure 26 : Frottis de proestrus moyen

(cliché Alain Fontbonne).

3) Le proestrus tardif :

Le frottis est riche en cellules (Roszel 1977) sRle 80% des cellules vaginales sont des cellules
superficielles qui présentent un noyau vésiculgggnotique, ou alors pas de noyau du tout

(Feldman et Nelson 1996) (cf. figures 27, 29). £llerment souvent de larges amas (Roszel

1977).

Le frottis vaginal ne contient plus de PNN (FeldneaiNelson 1996) (cf. figures 29).

La présence d’hématies est variable (Feldman etddel996) (cf. figure 29).

Le fond du frottis est propre (Roszel 1977). Il a'ypas de différence majeure entre le proestrus

tardif et l'oestrus. En effet les 1 a 8 dernierarfoavant la fin proestrus sont typiques de
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'oestrus. Généralement durant 4 a 5 jours les delxses ne peuvent étre différenciées

uniquement sur la base de la cytologie vaginal&l(fan et Nelson 1996).

.

Figure 27 : Frottis de proestrus tardif
(cliché Alain Fontbonne).

b) L’oestrus :

Pendant toute cette phase et la période tardiveetle qui la précédait (10 a 14 jours), la

cytologie vaginale demeure relativement constartdst 1986). Aucune donnée cytologique ne
permet d’identifier avec certitude le jour du pelcH, de I'ovulation ou de la fertilisation.

Par ailleurs, les frottis vaginaux sont considé&@ame le miroir de I'oestrogénémie

(Feldman et Nelson 1996). Pourtant en début d'@&skrffet ostrogénique est maximal sur les

frottis alors que la concentration sériqgue de ¢ésmiles commence a diminuer (Feldman et
Nelson 1996).

Le frottis est riche en cellules. La kératinisatinaximale survient de 5 a 6 jours avant jusqu’a 2
a 3 jours apres le pic de LH et environ 2 jourseade pic d’estrogenes (Concannon 1986,
Mestre et al. 1990).

Théoriguement a la survenue de l'oestrus (et pertdate cette phase) et du pic de LH, le frottis
vaginal est entierement kératinisé et présente 1808%ellules anucléées (Feldman et Nelson
1996).




En pratique, un fait aussi simple et prévisiblgoaat étre constaté chez I'ensemble des chiennes.
Généralement pendant I'cestrus, le pourcentagelleesesuperficielles n’est jamais inférieur a
60% et est compris entre 80 et 100% (Feldman etddel996).

La kératinisation maximale peut étre représentéel@s « frottis-types » suivants :

1 Environ 100% de cellules anuclées,

1 Un pourcentage important de cellules kératiniséestenant un noyau dense et bien
discernable,

1 La présence parmi les cellules superficielleggramdes cellules intermédiaires

(Concannon et Digregorio 1987, Concannon 1986).

Cependant I'aspect tinctorial du frottis a cettaquie est treacidophile (cf. figure 28).

Le dernier jour précédant la survenue du meteseas;ellules superficielles sont regroupées en
amas, leur membrane cytoplasmique est difficilentisternable, la coloration cytoplasmique
irréguliere et elles prennent un aspect flétri @It al 1984 ¢ et d, Concannon et Digregorio
1987, Holst et Phemister 1974).

Les PNN sont absents, trés rares ou présentaribuhess dégénératives (Olson et al. 1984 c et
d, Feldman et Nelson 1996, Concannon et Digredt®®/, Schutte 1967 b, Baker etLumdsen
2001, Guyant 1988) ; ceci est di a I'épaississemmentimal de la muqueuse vaginale (Guyant
1988). Néanmoins il a été rapporté, qu’'a la fin'destrus (7.7 + 3.1 jours apres le pic de LH)
des petits amas de leucocytes pouvaient étre igégah nouveau sur les frottis (Bell et Christie
1971b, England 1992). Il s’agit du premier des teffé@sualisables du déclin de l'activité des

estrogenes sur le vagin (Roszel 1977).
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Figure 28 : Frottis d’cestrus (cliché Alain Fontbehn




Le nombre de bactéries présentes sur le frottimasimal durant cette phase (baba et al.

1983). Elles peuvent adhérer a la surface desleglépithéliales superficielles.

En I'absence de neutrophiles, une quantité tresoitapte en micro-organismes doit étre
considéréee comme normale. (Johnston et al. 2001b).

La quantité d’érythrocytes varie en fonction dedividus (cf. figures 29). Elle peut étre de tres
abondante a trés faible et cela malgré des écounlsmeulvaires toujours présents. Les
modifications du mucus vaginal pourraient provodeer lyse. Leur absence est constatée chez
certaines femelles. (Concannon et Digregorio 1987).

Cependant la plupart des chiennes présentent edesreellules sanguines sur leurs frottis

(Bell et Christie 1971Db).

Erythrocytes

Swrecan] Leucocytes

.

Coitus

Figure 29: Représentation schématique de la cy®iaginale rencontrée lors du proestrus,
de I'cestrus et du metestrus (Schutte 1967b).

Durant toute cette période, le fond du frottisprspre (Feldman et Nelson 1996, Wright et
Parry 1989, Concannon et Digregorio 1987, Johnsta@h 2001b, Olson et al. 1984c&d,
Schutte 1967c, Roszel 1977).

La cytologie vaginale est donc bien une méthodeégipe pour apprécier le premier jour de
I'oestrus. Cependant c’est un moyen indirect maisfisant pour estimer la concentration
plasmatique en estrogénes. Les effets marquédteectasse de stéroides sur la muqueuse

vaginale persistent malgré leur retour a des valbasales au début du metoestrus.




c) Le metoestrus :

1) Le metoestrus précoce :

Cette phase du cycle est marquée, dés son premier gar des changements cytologiques
brutaux qui sont corrélés avec le retour, un a deuxs auparavant, de la concentration en
estrogenes a des valeurs basales (Holst et Pheri@fd, Concannon et Digregorio 1987,
Feldman et Nelson 1996, Johnston et al. 2001b).

Le frottis est riche en cellules (Feldman et Nel$686).

La survenue du metoestrus cytologique correspondoau ou le pourcentage en cellules
kératinisées diminue d’au moins 20%.Le premier joeite chute est souvent supérieure a 50%.
De fagon corollaire, le nombre de cellules des bhesagrofondes de I'épithélium augmente et
représentent au moins plus de 10 % (et souventq#us0%) des cellules du frottis (Holst et
Phemister 1974). A cet instant I'aspect des cdlslgperficielles se modifie : elles apparaissent
pliées, leur contour s’estompant (Holst et Phemik$&@4).

En trois jours, la proportion des cellules paralessat des petites cellules intermédiaires peut
représenter jusqu’a 95% des cellules épithélialeddman et Nelson 1996, Concannon et
Digregorio 1987) .Dans une étude, les petites lesllwaginales (parabasales et petites
intermédiaires) représentaient 63.8 = 12.5 % egtasdes cellules intermédiaires ainsi que les
superficielles 36.7 + 12.8% (Dore 1978). On obsesuaultanément une augmentation du
nombre des grandes cellules intermédiaires, dacadeou ces dernieres auraient été rares ou
absentes pendant I'oestrus (Concannon et Digre@98a) (cf. figures 29).

La coloration est garédominance basophile

Occasionnellement des cellules spumeuses et/oceflates metoestrales sont visualisées. Elles
pourraient étre un bon moyen pour « dater » urigroptmalheureusement il en a été observé a
d’autres phases du cycle (Feldman et Nelson 1996).

Les leucocytes réapparaissent en nombre variablen@uent de la modification des types
cellulaires du frottis (cf. figures 29). Moins frid@mment ils sont observés dans les 3 premiers
jours du metestrus (Holst et Phemister 1974). dbhezindividus pour lesquels ces cellules
étaient déja présentes en fin d’cestrus, leur géagdi plus importante (Dore 1978).

Néanmoins en début de metoestrus (du 3eme au B&meyn pic de leucocytes est observé
(Bell et Christie 1971Db).

Des bactéries sont toujours présentes, mais enitfuaroins importante que lors de I'oestrus
(Baba et al. 1983). Cependant, aucune étude n@iéefa variation du nombre de micro-
organismes pendant le metoestrus.

Les hématies sont encore visualisables durant8gzdmiers jours du metoestrus (Olson et al.
1984 c&d, Johnston et al. 2001b, Neveux 1999) Damesétude, 33% des chiennes présentaient
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encore un grand nombre de ces cellules (de 10h@angs microscopique a une telle quantité
gue les autres cellules sont masquées) (Bell esiht971).

Le fond du frottis est sale, contenant de grandssade débris cellulaires (Neveux 1999,
Feldman et Nelson 1996) (cf. figure 30).

Figure 30 : Frottis de début de metoestrus

(cliché Alain Fontbonne).

2) Le metoestrus moyen et tardif :

A la suite des modifications majeures intervenwes tles premiers jours, la cytologie vaginale
ressemble a celle de 'anoestrus (Feldman et N&l886, Johnston et al. 2001b).

Les petites cellules vaginales (parabasales etepdtitermédiaires) sont prédominantes. Dans
I'étude de M.A. Dore, elles représentent 83 + 1166 dellules contre 16.7 £ 11.8% pour les
grandes cellules intermédiaires et les cellulegdigrelles (Dore 1978). Les cellules parabasales
apparaissent cuboidales et en colonne (Dore 187 8jgure 31).

Le frottis estbasophile

Apres le pic de leucocytes précédemment obsereés;ailules continuent a étre présentes, mais
il a été remarqué qu’entre les jours 19 et 60 duoestrus leur quantité diminuait (Bell et
Christie 1971b).

Durant le reste du metoestrus, la présence ddsrécytes est rare et aléatoire. Dans I'étude de
Bell et Christie, pendant les 30 derniers joursrshiestrus, des hématies n’étaient

visualisées que sur 4 des 62 frottis réalisésn efuantité « négligeable » (cellule isolée a 2 a 3

.

cellules par champ microscopique) (Bell et Chrig8&1).




Le fond du frottis tend a devenir propre (FeldmaNe&son 1996).

Figure 31 : Frottis de metoestrus

(cliché Alain Fontbonne).

d) L’'anoestrus :

Il s’agit d’un frottis paucicellulaire (Neveux 1998oncannon et Digregorio1987, Post 1985).
Les cellules parabasales et petites intermédiaioes prédominantes (cf. figures 32). D’'aprées
I'étude de M.A. Dore, elles représentent 87.0 + %4les cellules (Dore 1978). Les cellules
intermédiaires présentent des granules cytoplassi{Roszel 1977).

Les cellules adherent a des amas ou des trainéeaales (Concannon et Digregorio 1987)

(cf. figure 32).

Les cellules superficielles, pliées, et les squapresiennent du cycle précédent (Concannon et
Digregorio 1987).

Le frottis estbasophile mais est trés peu marqué tinctorialement (ConcaretoDigregorio
1987).

Pendant I'anoestrus, la quantité de leucocytesrestvariable entre les individus. Cependant la
plupart des frottis présentent des PNN isolés (@elhristie 1971b).

Les bactéries sont présentes (Olson et al. 198éhhston et al. 2001b, Guyant 1988), mais en
quantité bien inférieure aux autres phases du ¢izba et al. 1982).

Les érythrocytes sont absents (Christie et Belllh®.7

Le fond du frottis est sale (Neveux 1999, FeldmaNedson 1996).
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Figure 32 : Frottis d’anoestrus

(cliché Alain Fontbonne).

e) La transition anoestrus-proestrus :

Quinze jours avant le début du proestrus, le &gtsqu’alors paucicellulaire, voit la quantité de
cellules augmenter. Ce sont les cellules internm&diggrandes et petites) qui voient leur nombre
croitre (Concannon et Digregorio 1987, Dore 1978).

A la méme période, des hématies sont & nouveaaligahles (Christie et Bell 1971b).




5. Diagnostic et suivi de la gestation

Il n'y a pas de signes cliniques précoces de gastaducun diagnostic clinique n'est possible

avant 19 a 21 jours apreés la fécondation. Cereiasnens permettent un diagnostic précis de la
gestation, d'autres servent seulement d'indicégur@ 39) Il existe trois méthodes de diagnostic
assez precoces : la palpation, I'échographie eb$age de la relaxine, et une méthode plus

tardive: la radiographie.

Fécondation Implantation de I'ceuf Développement embryonnaire et feetal Mise-bas

L

. l I } 5 t % E t .

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
semaines

Développement feetal et pondéral

Palpation abdominale R B R R pamnems
Echographie et e i s R e
Radiographie . . —

Modifications sanguines  (moins fiables)
Perte d'appétit transitoire {(moins fiable)

Développement mammaire  (moins fiable)

Figure 33 : Diagnostic de gestation chez la chienne

5.1. Anamnése

» Modifications comportementales :

La chienne peut devenir « collante » ou distante.

Une semaine avant la mise bas, la chienne « deastal » avec ses antérieurs, ceci est en rapport
avec la reprise de l'activité contractile de l'uger

» Modifications d’appétit :




Une anorexie ou une hyporexie transitoire de quesdaurs peut étre constatée vers le 28ieme
jour. (Concannon PW, Verstegn J, 2004) Ce signé éteei favorable mais n’est pas présent chez
toutes les chiennes. (fontobonne A, 2003) Une auatptien moyenne de 40% de la prise
alimentaire peut étre observée apres 5 semainescé@non PW, 2005, fontobonne A, 2003)

* Prise de poids :

La prise de poids varie de 20 a 55% (Concannon RO®5) avec une moyenne de 35%
(fontobonne A, 2003).

5.2. Examen clinique

_ Inspection : (fontobonne A, 2003)

« Elargissement de I'abdomen: 4éme semaine

Il s'accompagne d'une ptose abdominale lors duielex@xmois, en cas de portée nombreuse.

» Développement mammaire: dés 25 a 30 jours

Les mamelles sont dures, turgescentes et congeééenlLe cordon mammaire est bien visible.
Mais ce critére n'est pas fiable. (fontobonne A)20

 Apparition de la lactation : de 40 jours a la en&s

Ce critere n’est pas fiable non plus car il egp trariable.

« Ecoulements vulvaires séreux et/ou blanchatrasapendants peuvent apparaitre, pendant 1 ou
2 jours, vers 25-30 jours : ils sont rares maisdatils existent, sont quasi pathognomoniques
d’'une gestation.

_ Palpation:

*De21a35jours:

La palpation permet un diagnostic plutot fiable awamoins de 10% d’erreur possible.
(FONTBONNE A, 2003) Elle est a réaliser avec laspimande souplesse possible car elle peut
étre a l'origine de résorption fcetale si elle digtceuée trop fréequemment et sans douceur. Les
embryons forment une série d'ampoules ovales demvdicm de diamétre dans l'utérus gravide,
les plus caudales pouvant étre palpées a travgda abdominale vers le 22éme jour environ.
La palpation peut permettre un diagnostic de gestaius précoce que I'échographie mais avec
moins de certitude. (Concannon PW, 2005) Entre le

30iéme et le 34ieme jour, des ampoules de 2,5 ,8ucrB permettent un diagnostic plus fiable.
(Concannon PW, 2005)

* Apres 35 jours :

La palpation ne permet plus de mettre en évidesg@mpoules fcetales car elles augmentent de
taille, puis confluent, et ne sont plus individsables.

* A patrtir de 45 jours :




La palpation des reliefs osseux permet a nouveamettee en évidence les foetus.

e Limites :

Des difficultés sont rencontrées a la palpatioezdies chiennes grasses, tendues, ou a abdomen
musclé, des myorelaxants peuvent alors étre wgilisérs de gestation ou un seul faetus existe,
situé tres cranialement, il est difficile de déeeatelui-ci a la palpation.

_ Auscultation :

En fin de gestation, les foetus ont une fréquenodiapue de 220 a 240 battements par minute.
Avant, il est difficile de les détecter. L'ausctilta est surtout intéressante au moment de la mise
bas, lors d'un post-terme par exemple, afin dermhéter si les feetus sont encore vivants. Elle

s'effectue en posant la capsule du stéthoscopésulilic.

5.3. Examens complémentaires

a) Les analyses sanguines

1) Parametres Hématologiques

La chienne présente une anémie normocytaire nonoothue physiologique principalement en
raison de l'augmentation du volume plasmatiqueaQGatilite la circulation sanguine dans les
vaisseaux placentaux.

L’hématocrite commence a chuter a partir du 25i¢one aprés le pic de LH, il est inférieur a
40% en fin de gestation et peut atteindre une valeu31% au terme. L’hématocrite redevient
normal dans un intervalle de 1,5 a 3 mois aprémike bas. (Concannon PW, 2005) Une

thrombocytopénie peut étre associée a cette amhgsologique.

2) Parametres biochimiques

* L’albumine

La chienne peut présenter une hypoalbuminémie.

* Protéines totales

Leur concentration peut également étre diminuéequieprovoque une baisse de la pression
oncotique.

* Le calcium total

Ce paramétre peut étre diminué.

* Les protéines de I'inflammation

De nombreuses protéines de linflammation tels tuerotéine C-réactive, I'haptoglobine,

I'acide glycoprotéique, la céruloplasmine et lgifibgéne ont un taux qui augmente dés le début




de la placentation. Cela est di a la réactionnmit@toire qui survient au niveau de I'endométre
lorsque celui-ci est érodé par le trophoblasten{&gnoli S 2006)

_ Le fibrinogéne est produit par le foie, son tamxmal varie entre 100 et 150 mg/dl. Chez la
chienne gestante, le taux monte a des valeursusnsientre 250 et 300 mg/dl autour du 25-
28iéme jour apres l'ovulation. Une valeur de 30Qdhgu 28ieme jour est considérée comme
apportant 100% de précision dans un diagnostiedation. (Romagnoli S 2006)

_ L’haptoglobine et la céruloplasmine sont lieespextivement au fer et a I'hnémoglobine. Le

taux normal en haptoglobine est de 35-50 mg/diz ¢hdemelle gestante il est de 75-100 mg/dl

vers le 18-20iéme jour apres I'ovulation. (RomagS8o2006)

Chez une femelle en bonne santé, l'augmentation d®entrations des facteurs de

I'inflammation est un indicateur indirect de I'ingpitation et peut étre utilisé en pratique dans le
diagnostic de gestation. Bien sdr, il est nécesgder faire un bilan sanguin avant la mise a la

reproduction pour connaitre les valeurs de départ.

b) Les dosages hormonaux

* Relaxine :

Le dosage de la relaxine a I'aide des kits de dogaprocheck © ELISA (dosage quantitatif) ou
Witness Relaxin © (immuno-migration qualitative)y(®iotics), est une méthode fiable et
précise. Le test ELISA peut étre positif a parérad-23 jours et le test WITNESS a partir de 26-
30 jours. (Concannon PW, Verstegne J, 2004) Eet,elé placenta débute la sécrétion de
I’'hormone entre le 24iéme et le 28ieme jour suitardécharge ovulant, jusqu’au part. Son taux
atteint un maximum de 4 a 6 ng/ml, 2 a 3 semainastda mise bas, et reste élevé jusqu’au part.
(Romagnoli S 2006) La concentration de cette hoempeut varier suivant les races, ainsi une
chienne Labrador aura un taux plus élevé que délme chienne Beagle. L'intensité du signal
est également dépendante de la taille de la pd?tés.cette derniére est importante plus le signal
sera élevé. (Concannon PW, 2005) le test est f@hkefet donne moins de faux négatifs apres le
30iéme jour. (fontobonne A, 2003), la fiabilité egtimale aprés 25 jours. Si le résultat du test
est négatif il faut le refaire une semaine plud.tar

* Prolactine :

Le taux de cette hormone augmente a partir du 25§eor apres le pic de LH (Romagnoli S
2006) et a partir du 30ieme jour (Concannon PWskégien J, 2004), jusqu’a la lactation. Chez
la femelle non gestante son taux est faible (<rBhgors de la deuxieme moitié du dioestrus
alors que chez la chienne gestante sa concentratigmente lors de la derniére semaine de

gestation a une valeur d’environ 40 ng/ml puis\vdren 100 ng/ml 1 a 2 jours avant la mise bas.

a




Le pic de prolactine est supérieur a 100 ng/ml et lieu 1 a 2 jours apres la parturition. La
prolactine induit le développement mammaire et Baddogenese lors des 30 derniers jours de
gestation alors que la progestérone inhibe la tiactalLa chute de la progestéronémie au
moment de la mise bas, et la montée de la profaois provoque la synthéese et la sécrétion de
lait. (Concannon PW, Verstegen J, 2004)

* Progestérone :

Comme nous l'avons vu précédemment, le dosage derdgestérone est utilisé dans la
détermination de la date d’ovulation. Il ne peuk &ttilisé pour diagnostiquer une gestation car
la progestéronémie d’'une chienne gestante estasimih celle d’'une non gestante. Cependant,
lors du suivi de la gestation, cette hormone pdéwg 8osée afin de vérifier qu'il n’y a pas
d’insuffisance lutéale. En effet, si la progest@&mie est inférieure a 4-5ng/ml avant le 55iéme
jour cela peut provoquer I'avortement puisque gpstérone est la seule hormone nécessaire au
maintien de la gestation. (Concannon PW, 2005)

* (Estrogenes :

Leur concentration est tres variable et leur dosageprocure aucune information utile.
(Concannon PW, 2005)

c) L’imagerie médicale

1) Laradiographie

Deés 30 jours, il est possible d’observer une augatiem du diamétre utérin, l'utérus repousse
les anses digestives vers l'avant. Mais cela st significatif et peut étre observé lors de
pyometre.

2) L’échographie

Théoriguement, le diagnostique de gestation esilplesdes 15 a 19 jours. (FONTBONNE A,
2003) En pratique, il se fait deés le 20ieme jousjsnl faut souvent attendre le 25ieme jour pour
avoir une certitude de 100%. C’est a ce momentlguketection des battements cardiaques des
embryons est possible. Le diagnostic de gestatpemtrait en fait des races, et serait plus tardif
chez les grands chiens : le diagnostic de gestaliéonertitude par échographie est a 35 jours
chez les races de type Terre Neuve. (TAINTURIEROHOQUART V., FIENI F. et al. 1998)
L’échographie est le diagnostic de gestation les gdtécoce et le plus fiable (fontobonne A,
2005). Cet examen permet également de :

« Dater la gestation :

La datation de la gestation est tres peu utilisepratique. Il existe des tables de références pour
quelques races comme le Labrador ou le Beagle.

 Déterminer le sexe des foetus :

Le sexage des foetus est possible en fin de gestaaes ce n’est pas applicable en pratique.




» S’assurer du bon déroulement du développementyemieaire :

Le rythme cardiaque des fcetus est un bon indicaesiouffrance fcetale, il doit étre supérieur a
220 BPM (battements par minutes), avec une moydar30 BPM. La fréquence cardiaque des
foetus peut étre mesurée a partir du 28ieme jogesttion. (Concannon PW, 2005)

» Dénombrer les ampoules :

Le dénombrement est possible entre J25 et J30 o'vass aussi le stade des résorptions
embryonnaires, il est donc préférable de le fairgeele 30ieme et le 40iéme jour. Apres 40
jours, les ampoules feetales sont convergentesgviedt alors difficiles de les compter. La
prévision de la taille de la portée est plutét liedlorsqu’elle ne dépasse pas 4 chiots. Sinortil es
préférable d’annoncer au propriétaire que la chéeattend 5 chiots ou plus, ou 4 chiots au
maximum. (TAINTURIER D., CHOQUART V., FIENI F. et.a998)

» Détecter des malformations : Ceci n’est pas entait en pratique.




6. PROTOCOLES D’'INDUCTION DES CHALEURS CHEZ LA CHIE NNE

Différents protocoles thérapeutiques sont propdsés la littérature : le principe est de stimuler
la folliculogenése puis l'ovulation. L'interventiome peut se faire qu'en anoestrus tardif car

pendant le metoestrus, le corps jaune inhibe hgpethalamo-hypophysaire.

6.1. Protocoles utilisant des anti-prolactines

L'utilisation de substances dopaminergiqgues esbmagandée en premiére intention lors
d’anoestrus pathologique (>7mois d’interoestrus)’est I'effet dopaminergique central qui
semble agir favorablement lors de cet effet inductee chaleurs. (Edwards RG, Howles CM,
Macnamee MC, 1990). cabergoline (GALASTOP®)ghg/jour pendant trois semaines. On
obtient 70% de chaleurs induites dans le mois stiil@ début du traitement, et un taux de
fertilité dépassant 80 %. Si la chienne rentre lealeurs avant la fin des trois semaines de
traitement (cas fréquent), on peut stopper leetnaént. (Nota : il existe une spécialité contenant
de la cabergoline en médecine humaine (Dostinex®Yn peu moins onéreuse que le
Galastop®). (Badinand F 1995).

Bromocryptine (Parlodel®): 2@/kg 2 fois/jour pendant 30 a 40 jours. (Dumon ©2)9

La métergoline (Contralac®) ne posséde un effeadopergique qu’a forte dose : elle est donc
peu utilisée pour tenter d’induire des chaleursn{ébonne A, Fontaine E, 2008).

L'utilisation en anticipation de l'cestrus (décleraient moins de 7 mois aprés les dernieres
chaleurs) est trés décevante. (Fontobonne A, Fantaj 2008).).

6.2. Protocoles utilisant des gonadotrophines

L’ECG (Chronogest-PMSG®), anciennement nommeée PMSGuUne hormone a effet FSH, qui
stimule la folliculogénése.

L' hCG (Chorulon®) est une hormone a effet LH ggtlénche 'ovulation.

Le protocole le plus souvent utilisé consiste adnliinistration de 20 a 30Ul/kg d’ECG pendant
5 a 9 jours, puis de 50UlI’lkg d'hCG au deébut de thass(frottis vaginal a fort index
éosinophilique, ou follicules pré-ovulatoires vis# a I'échographie ovarienne), pour induire
I'ovulation.

L'efficacité est limitée, on obtient souvent a eb0% de taux de gestation. Une insuffisance
lutéale est souvent observée du fait de la maugaigkté des corps jaunes obtenus. (Fontobonne
A, Fontaine E, 2008).




6.3. Utilisation d’agonistes de la GnRH

Technique peu utilisée car elle implique une adstiation pulsatile qui nécessite un matériel de
perfusion tres onéreux, ce qui est impossible atiqure. L’administration per os (comprimeés)
ou par voie parentérale (injections répétées) genfaliscontinue est inefficace.

A l'avenir, des implants d’agonistes de la GnRHs(deline (OVUPLANT®), nafaréline
(GONAZON®...) devraient étre commercialisés et paemtpermettre d’'induire des chaleurs
fertiles. (Dumon C 1992)




Partie expérimentale

@



MATERIEL ET METHODE :

1. Les animaux :
Notre effectif était composer de six chiennes ot subit en premier lieu un examen clinique ;
un recueil de commémoratif sur leur statut repctiliet une évaluation clinique de I'état du
cycle, suivi d’'un déparasitage, en deuxieme lietienexpérimentation consistée a effectuer un
écouvillonnage au niveau vaginal dans le bute dise¥ des frottis, suivis d'un examen sous
microscope aprées coloration pour déterminer leestidleur cycle sexuel.
Les chiennes concerner par I'étude était gardaas tbs mémes conditions d’élevage avec le
méme régime alimentaire.
Notre travail était reparti en deux types de sde/chaleurs sur deux groupes de chiennes :
Pour le premier consisté en un suivi de chaleudsarchiennes ayant des chaleurs naturelle.
Pour le deuxieme groupe I'expérimentation a co@sstun suivi de chaleur sur des chiennes qui
en subit un traitement d’induction de I'cestrus.
Le traitement d’induction de I'cestrus était destin® chiennes de notre effectifs ; ce traitement
était entrepris apres une période au cour de lequehe détermination de la période du cycle
sexuel.
Le traitement a était entrepris pendant une périlgd21 jours sans interruption avec réalisation a
des intervalles réguliers de frottis vaginaux den®ut de mise en évidence de remaniement

cytologique liée a I'effet du traitement.




Tableau 06: Données générales sur les animaux mis sousrtraitt

Nom de la Age | état de la reproductionstade du cycle les jours Date de
chienne et Race de la réception (frotti) | réception
Lisa croisé | +3ans | Aucune information Début de proestrus | 03-10-2011
N°1
Xéna croisé | +2ans | Absence de signe de Anoestrus 09-11-2011
N°2 chaleur
Aucune gestation
antérieure
Rita croisé | +5ans | Absence de signe de Anoestrus 20-10-2011
N°3 chaleur
multipart
Braque +3ans | Une gestation début de proestrus | 13-10-2011
Allernand N°4 antérieure
Blondi Berger | 18mois | Aucune gestation Anoestrus 20-11-2011
o antérieure
Allemand N°5 Absence de signe de
chaleur
Causette 5ans en chaleur avec perte prooestrus 28-02-2012
Caniche N°6 vulvaire (sang)

Aucune gestation

antérieure

2. Protocole thérapeutique d’induction :
Les chiennes (n°1, n°2, n°3) étaient celles cormspar le traitement, deux de nos sujets (n°2,

n°3) était en phase d’anoestrus, et la chiennétaiflen phase de métoestrus.

3. Nature du traitement :
La molécule utiliser était la Bromocriptine, un agde de la dopamine a effet anti prolactine, a
usage humain connus sous le non commercial duded®d®,5mg
La dose quotidienne administré pour chaque chiétaié de 1,25 mg/tranche de 20 kg ce qui
correspond a une dose 1,25mg /20kg (poids maximal lps 3 chienne).
Le traitement était entrepris pour les trois chesle 17-11-2011 et arréter le 04-12-2011.
Durant la période du traitement un vomissementeafggguent durant les 10 premier jours chez
les trois animaux a était observer et interpréenroe étant un effet secondaire du produits cette

effet est également indiqué dans la notice du produ




Le vomissement a disparus aprés 10 jours et auaib@ment anti vomitif na était entrepris.

4. Le suivi des chaleurs :

Le suivi de chaleurs consiste en des frottis \eagin effectués sur des chiennes, les données
concernant chacune d’entre elles sont répertosidiedes dossiers individuels de chaque animal.
La détermination du stade du cycle était possiblegalisant les étapes suivantes :

- Ecouvillonnage vaginal.

- Etalement de I'écouvillon sur une lame pour un exammacroscopique.

- Fixation du frotti.

- Coloration par la technique HARRIS SHORR (colonatarincipale) plus MGG

rapide (coloration secondaire).

NB :

La méthode de coloration principale utilisée damsmlajeure partie de suivi de chaleur était
Harris Shorr. La technique de MGG rapide était mé& pour confirmer le stade de
kératinisation complete, le rapprochement de lfation au cours de la période de I'cestrus, et
pour écarter toute possibilité d’'une infection vedge par la mise en évidence des polynucléaires.
Les frottis apres préparation ont été observés suasoscope a fin de déterminer le stade du
cycle sexuel en se basant sur la couleur, la fobét@t du noyau, les cellules de la muqueuse
vaginale, mais aussi sur la présence I'absencegldbsles rouge et polynucléaires (frottis avec
fond sale ou propre) ce qui correspond a un staaticplier du cycle (décrit dans la
bibliographie) et plus précisément la déterminatidn pourcentage (%) de [lindice

éosinophilique qui est un facteur fortement intdioad’un remaniement ovarien.

5. Matériel utilisé :
- Lames pour examen microscopique dimensions 26x:61mm -1.2mm.
- Ecouvillons non stériles pour examen cytologique
- Microscope optique binoculaire de marque : avez capacité de grossissement de x10 x40
x100.
- Un fixateur spécial : Fixateur Cytologique pduattis. (Cyto RAL 150 ml).

- Eau distillée pour ringcage des lames.

6. Colorant et protocole de coloration :
Pour déterminer le stade du cycle de chaque chiesme&xamine les lames correspondant a

chaque frottis aprés coloration.




a)

Kits Diagnoestrus A&B :

Kit de détermination de la période d’ovulation cHazchienne par la coloration de Shorr-

Hématoxyline stabilisée.

Principe :

La coloration par kit Diagnoestrus est une coloratde Shorr simplifiée. Elle permet la

coloration des frottis vaginaux chez la chienneanohent pour détermination de la période

d’ovulation.

Contenu des kits :

-kit Diagnoestrus A coffret de coloration

Hématoxyline stabilisée 100 ml
Différenciateur 100 ml
Colorant de Shorr 100 ml

-kit Diagnoestrus B coffret de ringage

Solution de ringage N°1 100 ml
Solution de rincage N°2 100 ml
Solution de rincage N°3 100 ml

Mode opératoire :

Temps de réalisation 16 minutes.

Fixation

1) Fixer le frottis a I'aide du CytoRal

2) Laisser sécher

3) Plonger le frottis dans la solution de ringage N°1
Coloration nucléaire

4) Laver en plongeant dans un flacon d’eau distillée

5) Recouvrir le frottis avec 'Hématoxyline stabilisée

6) Laver en plongeant dans un flacon d’eau distillée

7) Différencier par le différenciateur

Coloration cytoplasmique

8) Laver en plongeant dans le flacon de solution migage N°2
9) Recouvrir le frottis avec le colorant de Shorr

10)Laver en plongeant dans le flacon de solution nigage N°3

11)Sécher a l'air

la5sec
1 mia

10 minutes

10 passages
1 minute
10 passages

1 minute

10 passages
2 minutes

10 passages




RERMCTFS DIAGNOESTRUS RAL CHEZ LA CHIENNE, COLORATION DE SHORR SIMPLIFIEE
coffret A coloration code 363240 DES FROTTIS VAGINAUX
coffret Bringage  cods2 363250 Recommandations
— Utiliser le cytofixateu” RAL code 361300
Coffret A Coffret B — Renouveler régulierement les solutions de ringage
100 ml Hématoxyline Stabilisea® @00 ml ringage 1
100 ml Différenciateur RAL 100 ml rincage 2
100 ml Colorant def8HORR 100 ml ringage 3 Réactifs RAL - 3, rue la Boétie - 7:5008 PARIS - Tél. (1) 47 42 79 81 - Fax (1) 47 4247 57
FIXATION COLORATION NUCLEAIRE | COLORATION CYTOPLASMIQUE
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10 mn

Séchage

2mn

10 fois  1mn 10 fois 10 fois  Sechage

OBSERVATION AU MICROSCORPE - GROSSISSEMENT X 100

Figure 34 : technique de coloration HARRIS SHO

Pour enrichir notre étude et nos résultats, onfecteié une deuxieme coloration, décrit-

dessous
b) Kit RAL555:

Kit de coloration rapide, il esicomplémentaire pour la cytologie des frottis san
(hématologie) la cytologie des urines et liquidega-bactériologie) et la mise en évidence
piroplasmose et de M.pachydermatis (parasitologiérninaire).

Principe :

La coloration par le kit 558st une variante rapide de la coloration de -Grunwald Giemsa.

En milieu aqueux tamponné, ce produit permet uh@aton différentielle des frottis sangui

L'interprétation des frottis sanguine et cytologigainsi que celle des coupes histologigst

identique a celle des coloration classique (M

Contenu du kit :
Flacon 1 : FixRAL 555
Flacon 2 : Eosin®RAL 555
Flacon 3 : BlelRAL 555

1x 1001
X 100 m
1x1001

2



Mode opératoire (Hématologie : Frottis sanguins)

Figure 35: technique de coloration May-Grunwald Giemsa.

7. L’observation des lames :
Les lames ont été visualisées a l'aide d’'un miapecbinoculaire, muni d’'un oculaire d'un
grossissement de 10. Quatre objectifs étaient dibfes, d'un grandissement respectif de x4,
x10, x40, et x100. Les grossissements indiquésapsuite représentent ceux du microscope, les
lames sont analysées dans 'ordre chronologique.
Les frottis étaient d’abord visualisés au plus l&aidprossissement (x 40) dans leur totalité. Ceci
nous donnait les informations suivantes :

-La coloration majoritaire du frottis (acidophilb@ basophilie) ;

-La concentration cellulaire
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Résultats

Les résultats de nos suivis d’chaleurs on été t@pés sur des tableaux

Tableau 07: Suivi des chaleurs avant la mise au traitement

e

e

Chiennes Date Observations Interprétation
Examen visuel écouvillon Du frotti
Chienne N°1| Le 21-10-2011] Edéme vulvairerouge - Fond légerement sa
Liza Présence - Présence des amas
d’écoulement cellules intermédiaires
en voie de
kératinisation
- indice éosinophiles <
50%
« Pro-cestrus »
Le 23-10-2011] Edeéeme vulvairerosé - Fond légerement sal
Réduction de - Présence des amas
I'écoulement cellules intermédiaires
en voie
d’kératinisation
- indice éosinophiles <
50%
« Pro-cestrus »
Le 24-10-2011] Edéme vulvairerosé - fond claire
Réduction de - quelque globule
I'écoulement rouge
- début de
kératinisation massive
- indice éosinophiles <
50%
« fin de Pro-cestrus »
Le 27-10-2011] Réduction de | rosé - fond claire
'cedeme - Présence des amas
vulvaire Pas cellules kératinisé

e




d’écoulement

- indice éosinophiles
80 %

-Estrus période

e

d’ovulation
Le 30-10-2011] Reéduction de | Blanc rosé - fond claire
'cedéme - Présence des amas
vulvaire Pas cellules kératinisé
d’écoulement - indice éosinophiles =
80 %
-Estrus période
d’ovulation
Chienne N°2| Le 09-11-2011 Absence de Blanc - fond claire
Xéna signe de chaleur |égerement - Présence de quelque
Pas sale amas de cellule
d’écoulement parabasale
- absence de
neutrophile et de
globule rouge
« Anoestrus »
Chienne N°3| Le 21-10-2011 Absence de Blanc, propre | - fond claire
Ritta signe de chaleur - Présence de quelque

Pas

d’écoulement

cellule parabasale

- absence de globule
rouge et de
polynucléaire

-Aucun remaniement

ovarien

Le 22-10-2011

Absence de
signe de chaleur
Pas

d’écoulement

Blanc, propre

- fond claire
- Présence de quelque
cellule parabasale
- absence de globule
rouge et de

polynucléaire




-Aucun remaniement

ovarien

Le 23-10-2011

Absence de
signe de chaleur
Pas

d’écoulement

Blanc, propre

- fond claire
- Présence de quelque
cellule parabasale
- absence de globule
rouge et de
polynucléaire
-Aucun remaniement

ovarien

Le 24-10-2011

Absence de
signe de chaleur
Pas

d’écoulement

Blanc, propre

- fond claire
- Présence de quelque
cellule parabasale
- absence de globule
rouge et de
polynucléaire
-Aucun remaniement

ovarien

Le 27-10-2011

Absence de
signe de chaleur
Pas

d’écoulement

Blanc, propre

- fond claire
- Présence de quelque
cellule parabasale
- absence de globule
rouge et de
polynucléaire
-Aucun remaniement

ovarien

Le 30-10-2011

Absence de
signe de chaleur
Pas

d’écoulement

Blanc, propre

- fond claire
- Présence de quelque
cellule parabasale
- absence de globule
rouge et de
polynucléaire

-Aucun remaniement




Tableau 08: suivi des chaleurs au cours du traitement

Chiennes Date Observations Interprétation
Examen visuel Ecouvillon Du frotti

Chienne N°1| Le 21-11-2011| Absence de signe Blanc -fond claire

Liza 5em jours du | de chaleur légerement sale| -présence de cellule

arrivée traitement Pas d’écoulement parabasales et

intermédiaires et
amas de cellules no
kératinisées avec
guelques
polynucléaires
-mét-cestrus

-indice éosinophiles
<20 %

Le 23-11-2011
7em jours du

traitement

Absence de signe
de chaleur

Pas d’écoulement

Blanc

légérement sale

-fond muqueux
-présence de cellule
intermédiaires en
voie de
kératinisation
-présence d’un
changement
cytologique vers un
début de pro-cestrus
-indice éosinophiles
<30 %

Le 28-11-2011
12em jours du

traitement

Absence de signe
de chaleur

Pas d’écoulement

Muqueux
légerement rose

claire

-fond Iégeérement sa
-présence de grande
cellules
intermédiaires
agglomérées en
amas avec quelques
cellules kératinisées

-début de pro-cestru

S

2

Le 07-12-2011

Absence de sign

e Mugqueux

-fond claire




18em jours du | de chaleur Iégérement rose| -présence des amas
traitement Pas d’écoulement claire de cellules
intermédiaires et des
cellules kératinisées
-indice éosinophiles
<50 %
Le 11-12-2011 -milieu de pro-
21em jours du aestrus
traitement -indice éosinophiles
>70 %
Chienne N°2| Le 21-11-2011| Absence de signe Blanc - fond claire
Xéna 5em jours du | de chaleur légerement sale| - Présence de
09-11-2011 | traitement Pas d’écoulement guelgue amas de

cellule parabasale
- absence de
neutrophile et de
globule rouge

« Anoestrus »

Le 23-11-2011
7em jours du

traitement

Absence de signe
de chaleur

Pas d’écoulement

Blanc

légerement sale

- fond claire
légerement sal

- Présence de cellulé

D

parabasale

3174

- absence de globule
rouge
- indice éosinophiles
<10 %

Le 28-11-2011
12em jours du

traitement

Absence de signe
de chaleur

Pas d’écoulement

Blanc

légerement sale

- fond muqueux
- Présence de
quelque cellule
intermédiaire

- absence de globule

174

rouge
- légére changement
cytologique

- indice éosinophile

U




<30 %
-Anoestrus

Le 04-12-2011
18em jours du

traitement

Absence de signe
de chaleur

Pas d’écoulement

Muqueux
légerement rose

claire

- Présence de cellul¢

1%

intermédiaire en
amas avec quelque
cellule en voie de
kératinisation

- Présence de rare
polynucléaire et de
globule rouge

- legere changement
cytologique
- indice éosinophiles
<50 %

-Fin d’anoestrus

Le 07-12-2011
21em jours du

traitement

Absence de signe
de chaleur

Pas d’écoulement

Muqueux
légérement rose

claire

- net changement
cytologique
- Présence de cellulg

D

kératinisé hyparpié
avec quelque cellule
intermédiaire
- Présence de
globule rouge
- indice éosinophiles
=50 %
Pro-oestrus

Chienne N°3
Ritta

Le 21-11-2011

Absence de sign
de chaleur

Pas d’écoulement

e

- fond claire

- quelque amas de
cellule parabasale
- absence de
polynucléaire et de
neutrophile

- indice éosinophiles
<10 %

-Anoestrus




Le 23-11-2011

Absence de signe
de chaleur
Pas d’écoulement

- fond claire

- quelque amas de
cellule parabasale

- absence de
polynucléaire et de
neutrophile

- indice éosinophiles
<10 %

-Anoestrus

Le 28-11-2011

Absence de signe
de chaleur

Pas d’écoulement

- fond claire

- quelque amas de
cellule parabasale

- absence de
polynucléaire et de
neutrophile

- indice éosinophiles
<10 %

-Anoestrus

Le 04-12-2011

Absence de signe
de chaleur

Pas d’écoulement

- fond claire

- quelque amas de
cellule parabasale

- absence de
polynucléaire et de
neutrophile

- indice éosinophiles
<10 %

-Anoestrus




Tableau 09 :Suivi des chaleurs physiologique

Chiennes

Date

Observations

Chienne N°4
Braque

allemand

Examen visuel

écouvillon

Interprétation
Du frotti

Le 20-10-2011

Présence

d’écoulement

Rouge sale

-fond sal
- présence de cellule
intermédiaire en voie de
kératinisation plus
guelgue globule rouge
- indice éosinophiles
>50 %

-Pro-cestrus

Le 21-10-2011

Présence

d’écoulement

Rouge sale

- présence de cellule
intermédiaire et
plusieurs cellules
kératinisées de grand
volume et quelque
globule rouge
- indice éosinophilique
>60 %

-Pro-cestrus

Le 23-10-2011

Réduction de

I'’écoulement

Rouge sale

- présence de globule
rouge
- dominance de cellule
kératinisée

Fin de pro-cestrus

Le 24-10-2011

Réduction de

I'’écoulement

Rouge rosé

sale

- fond claire

- dominance des amas
cellulaires kératinisés
- indice éosinophiles
>80 %

-Début d’oestrus

Le 30-10-2011

Ecoulement

jaunatre (mucus

Sale, rose

claire

- fond muqueux
- présence de

polynucléaire quelque




globule rouge et des
cellules intermédiaires
- indice éosinophiles <
40%

Chienne N°5
Blondi

Le 07-02-2012

Edeme vulvair
Présence

d’écoulement

eRouge sale

- fond sal
- début de kératinisatior]
avec des cellules
intermédiaires et
guelgue globule rouge
-indice éosinophiles
50%

-Pro-cestrus

Le 09-02-2012

Edeme vulvair
Réduction de

I'’écoulement

eRouge rosé
sale

-fond Iégérement sal
-présence de cellules
intermédiaires et des
cellules en voie de
kératinisation

-indice éosinophiles
50%

-Pro-cestrus

Le 13-02-2012

Edeme vulvair
Réduction de

I'’écoulement

-fond claire

-quelques amas de
cellules kératinisés
-indice éosinophiles 60

%

Le 15-02-2012

Edeme vulvair
Réduction de

I'’écoulement

-présence de plusieurs
amas de cellules
kératinisés et quelque
globule rouge
-kératinisatior= 90 %

-oestrus

Le 17-02-2012

Edeme vulvair
Réduction de

I'’écoulement

-fond claire
-kératinisation 100 %
avec de trés rares

globules rouges




-cestrus période

ot

d’ovulation
Le 23-02-2012] Réduction de | Sale - fond sal
'cedeme - présence de quelques
vulvaire, cellules intermédiaires €
absence guelques cellules
d’écoulement kératinisées
- indice éosinophiles <
40 %
-fin d’'cestrus
Le 13-03-2012 Vulve non Propre -fond propre
tuméfie, pas -petit amas de cellules

d’écoulement

intermédiaire et

-absence e cellules
kératinisés

-met- cestrus

guelques polynucléaires

Chienne N°6

Causette

Le 29-02-2012

Edeme vulvair
Présence

d’écoulement

eRouge sale

-fond sal
-quelques amas
cellulaire et globules
rouges
-indice éosinophiles >
60 %

-Fin de pro- cestrus

Le 03-03-2012

Edeme vulvair
Présence

d’écoulement

eRouge sale

-fond sal
-plusieurs amas
cellulaire et quelque
globule rouge
-kératinisation > 80 %

-début d’cestrus

Le 04-03-2012

Edeme vulvair
Présence

d’écoulement

eRouge rosé

sale

-kératinisation de 100 ¢
-plusieurs amas de
cellules kératinisées

-période d’ovulation

Le 06-03-2012

Edeme vulvair

e Rouge rosg¢

3 -fond ropr




Présence

d’écoulement

sale

-kératinisation < 70 %
-quelques cellules
intermédiaires

-fin d’oestrus

&
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Figure 36 : Technique de prélévement par écouvillonnage

service pathologie
carnivore ISV Tiaret
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Figure 37 : Ecouvillon rouge
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Figure 39 :fixation du frottis
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Figure 41 :
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kit de coloration HARRIS SHORR

E



Figure 42: Kit de coloration May-Grunwald Giemsa

service pathologie
carnivore ISV Tiaret
Dr: Slimani.K

Figure 43 : frottis vaginal d’'un début de pro-cestrus les ¢efluleviennent progressivement de
plus en plus grandes et plus anguleuses et preanerteinte rosé
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Figure 44 : frottis vaginal début de pro-cestrus cellules mttiaires en voie de kératinisation
indice éosinophile inferieur a 50%.

service pathologie
carnivore ISV Tiaret
Dr Slimani.K

Figure 45 : frottis vaginal de pro-cestrus fond muqueux avésgmce de cellules en voie de
kératinisation de forme géométrique variable avédurid cellulaires

F
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Figure 46 : frottis vaginal de pro-cestrus présence de celkédeatinisées de plus en plus
nombreuses en amas indice éosinophile = 50 %

athologie
ivore ISV Tiaret
It Slimani. K

Figure 47 : frottis vaginal de fin de pro-cestrus présenceellales kératinisées de couleur
légérement bleues en amas indice éosinophile supexi70%
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Figure 48 : frottis vaginal de fin de pro-cestrus présenceldeules rouges et de cellules
kératinisées plus en moins en amas et éparpilhéisei éosinophile supérieure a 70%

“service pathologie
carnivore ISV Tiaret
Dr: Slimani.K

Figure 49 :frottis vaginal fin de pro-cestrus présence deulsdlkératinisées de couleur rose
foncé et quelques globules rouges
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zoom x400

Figure 50 : frottis vaginal d’cestrus présence de cellulestkésges rosées acidophiles
regroupées en amas

service pathologie
carnivore ISV Tiaret
Dr: Slimani.K

Figure 51 :frottis vaginal propre on trouve uniquement ddkiles superficielles acidophiles
rosées en présence de quelques globules rouges
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Figure 52 : frottis vaginal d’cestrus présence de cellulestkésges le noyau et souvent
pycnotique ou invisible cellules de plus en pluglamérées en amas indice éosinophile
supérieur a 80% période d’ovulations

Strvice pathologie
carnivore ISV Tiaret
Dr: Slimani.K

Figure 53 : frottis vaginal d’cestrus présence de grand amladaiee kératinisé indice
€osinophile supérieur a 80% période d’ovulations
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Figure 54 : frottis vaginal de mét-cestrus cellules vaginategles non kératinisées basophiles
avec présence de neutrophiles qui peuvent étiglevisi

Service pathologie
carnivore ISV Tiaret
Dr Slimani.k

Figure 55 : frottis vaginal de mét-cestrus les polynucléaimsvent étre visible avec cellules a
grand noyau (intermédiaires, basophiles) indic@n@phile inferieur a 20%
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Figure 56 : frottis vaginal d’anoestrus présence de cellualpasales qui se colorent en bleu
claire indice éosinophile inferieur a 10%

service pathologie
carnivore ISV Tiaret
Dr: Slimani.K

Figure 57 :frottis vaginal d’anoestrus coloration bleuté deBules parabasales qui présentent
un grand noyau
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Discussion

Le suivi des chaleurs par la méthode de cytologgnale, et la coloration des frottis par deux
techniques de coloration différentes (HARRIS SHORRay-Grunwald Giemsa) , nous ont
permis d’identifier avec précision les différenpdmses du cycle cestral chez la chienne, par la
mise en évidence des changements qui affectenélietes de la muqueuse vaginale en fonction
des variations hormonales au cour du cycle.

Cela nous a permis également d’identifier I'exisgenu I'absence de remaniements au niveau de
I'ovaire essentiellement le moment d’ovulation, gst un phénomene dont le moment de sa
manifestation reste important a déterminer a tavExamen des frottis vaginaux. Ce qui

permet de choisir ainsi le moment optimal poutisaihe chienne en chaleur ou encore réaliser
une insémination artificielle.

Un traitement d’induction des chaleurs et leur swint été réalisés sur des chiennes
d’expérimentation recues en anoestrus, en se bsigsanh protocole d’induction cité en
bibliographie. Nous avons également entrepris degssdes chaleurs naturelles.

Une fois le traitement entamé, en respectant ummrgtadapté, et des doses indiquées en
bibliographie, nous avons pus suivre les changesy@mblogigues induits par la molécule
utilisée.

Les résultats obtenus concordent parfaitement l@gadonnées bibliographiques de plusieurs
auteurs concernant les variations cellulaires tecpour chaque période de cycle ainsi que pour
le moment d’ovulation FELDMAN, NELSON (1996).

Le protocole d’'induction des chaleurs utilisé aurs de notre étude (en utilisant une molécule a
base d’anti- prolactine « Bromocriptine Parlodel®éerite en bibliographie ), a eu un effet
positif , plus précisément a provoqué des changenanniveau cytologique qui ont été
observés par I'examen des frottis, ce qui explitriestence de remaniements ovarien,

indiquant ainsi la fiabilité du protocole utilisdalgré quelques effets secondaires constatés (
vomissements durant la premiere semaine du traitgmee traitement a présenté également un
avantage sur le plans économique : peu couteule,taentreprendre ( voie orale) , mais avec
nécessité de pratiquer des frottis vaginaux indisgleles pour déterminer tous changement.

En fin les deux méthodes de coloration employéqgsaeine expérimentale qui sont décrites dans
la bibliographie, restent des méthodes fiableséstibles en particulier pour la méthode
HARRIS SHORR qui permet une coloration différen¢ieles cellules en fonction de leur degré
de kératinisation, et permet ainsi de différeneigre les cellules basophiles et acidophiles
décrites par FELDMAN, NELSON (1996).

La coloration May-Grunwald Giemsa conserve égalemaém avantage, car elle permet
essentiellement de mettre en évidence les polyaueket les hématies. Ceci a été constaté au
cours de notre expérimentation, et concorde parfaht avec les résultats de NEVEUX (1999).
C’est une coloration uni-chrome qui ne permet deialiser que les criteres morphologiques des
cellules, cette observation correspond parfaiteéragr observations de JOHNSTON SD, et Al
(2001).
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N.B :

Les chiennes d’expérimentation qui ont subis I&am@ent d’'induction des chaleurs, et qui
étaient en anoestrus, ont présentées des changeaytoibgiques, mais en absence des signes
externes de chaleur (cedéme et écoulement vulve@i@) peut s’expliquer par le fait que la durée
du traitement était limitée a vingt jours (20),ndoinsuffisante pour provoquer des signes
externes visibles, et aussi par le fait que notree kessentiel était d'observer I'existence ou
I'absence de changement cytologique que provogoeticament.

Reste a signaler que la cytologie vaginale néeae$sai$sociation a un dosage de progestérone
dans le cas ou on souhaite déterminer avec plusctitude le moment d’ovulation. Ce dosage
n'a pas était disponible au sein de notre institut.
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Conclusion
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Conclusion

Le suivi de reproduction par technique de cytologiginale représente un atout primordial qui
garde tout son intérét dans la détermination dérdifites phases du cycle sexuel de la chienne.
L’avantage qui offre la cytologie vaginale pouclmicien spécialiste dans le domaine de la
reproduction canine est de pouvoir le moment ogtded ovulation dans le cas ou le

propriétaire souhaite faire saillir ou insémindifaiellement sa chienne.

Le suivi des chaleurs par technique de cytologgnade est aussi indispensable lorsqu’un

traitement d’induction des chaleurs est envisagé.
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